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Résumé 
        CD20 est une phosphoprotéine transmembranaire exprimée spécifiquement à la 
surface des lymphocytes B. Malgré les nombreuses études qui ont montré son implication 
dans le flux calcique, son rôle physiologique est assez mal connu. Cependant, des études 
récentes ont démontré que CD20 peut jouer un rôle important dans la mort cellulaire. 
D’ailleurs, le rituximab, un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre CD20 humain, a 
montré son efficacité dans le traitement de nombreuses maladies auto-immunes. Cet 
anticorps est capable d’induire une profonde déplétion des lymphocytes B, qui va 
également interférer avec la coopération T et la sécrétion de cytokines. 
        En plus, l’engagement du CD20 à la surface des cellules induit la mort cellulaire, alors 
que la partie cytoplasmique de cette molécule ne possède pas un motif de mort. Donc, il est 
possible que cette réponse soit médiée par des molécules qui semblent être associées au 
CD20 comme CD40. En effet, CD40, une glycoprotéine transmembranaire de type I, est un 
composant majeur du système immunitaire, dont l’engagement pourrait moduler la fonction 
cellulaire et même conduire à la mort rapide des cellules B.   
        Le travail présenté dans ce mémoire porte sur l’étude de la mort cellulaire induite par 
un anti-CD20, le rituximab, ainsi que l’étude du rôle de l’association CD20/CD40 dans la 
mort cellulaire médiée par cet anticorps. Nos résultats montrent que la mort cellulaire 
induite par le rituximab varie en fonction du type cellulaire et du niveau d’expression du 
CD20, et que la présence du CD40 à la surface des cellules augmente l’activité de la mort 
cellulaire induite par le rituximab. En plus, CD20 et CD40 sont associés à la surface 
cellulaire, et la partie cytoplasmique n’est pas impliquée dans cette association mais semble 
être importante dans la mort cellulaire induite via CD20.  
Mots clés: CD20, CD40, rituximab, mort cellulaire, association.  
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Abstract 
        CD20 is a transmembrane phosphoprotein specifically expressed at the surface of B 
cells. Despite the many studies that have shown its involvement in calcium flux, its 
physiological role is poorly understood. However, recent studies have shown that CD20 
can play an important role in cell death. Moreover, rituximab, a chimeric monoclonal 
antibody directed against human CD20, has shown efficacy in the treatment of many 
autoimmune diseases. Indeed, this antibody is able to induce a profound depletion of B 
cells and interfere in T cooperation and secretion of cytokines. 
        In addition, the engagement of CD20 at the cell surface induces cell death, while the 
cytoplasmic portion of this molecule has no death domain. So, it is possible that this 
response is mediated by molecules that could be associated with CD20, like CD40. In fact, 
CD40, a type I transmembrane glycoprotein, is a major component of the immune system. 
The engagement of CD40 can modulate cellular function and may even lead to rapid B cell 
death. 
        The work presented in this thesis will focus on the study of cell death induced by an 
anti-CD20, rituximab, and on the role of the association of CD40 with CD20 at the cell 
surface in susceptibility to cell death mediated by this antibody. Our results show that cell 
death induced by rituximab depends on cell type and on the levels of expression of CD20, 
and that the presence of CD40 at the cell surface increases cell death induced by rituximab. 
In addition, CD20 and CD40 are associated at the cell surface, and the cytoplasmic portion 
is not involved in this association but seems to be important in induction of cell death by 
CD20. 
Key words: CD20, CD40, rituximab, cell death, association. 
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      La défense contre les microorganismes qui nous entourent est assurée par notre système 
immunitaire. Ce système est orchestré par une interaction complexe mettant en œuvre de 
nombreux organes, cellules et substances différentes. La première ligne de défense contre 
l’intrusion des microorganismes est assurée par l’immunité innée ou naturelle. La réponse 
immunitaire innée est immédiate et elle repose généralement sur une réaction non 
spécifique. Alors que l’immunité acquise ou adaptative, la seconde ligne de défense, permet 
une neutralisation plus lente mais plus spécifique de l’envahisseur et repose sur la 
médiation cellulaire et la réponse humorale. L’immunité acquise à médiation cellulaire 
implique surtout les lymphocytes B, les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) et les 
lymphocytes T effecteurs (CD4). Les lymphocytes B sont les cellules responsables de 
l’immunité humorale parce qu’elles peuvent se différencier et sécréter des anticorps qui 
sont spécifiques aux pathogènes afin de les neutraliser. Cette réponse immunitaire 
adaptative peut non seulement éliminer les pathogènes, mais peut, en même temps, générer 
un nombre croissant de lymphocytes mémoires différenciés. Un bon nombre des molécules 
exprimées à la surface des lymphocytes B joue un rôle important dans la régulation de cette  
réponse et parmi ces molécules, on note CD20 et CD40, qui font l’objet de ce travail. 
1. Le CD20  
      Le CD20, ou Bp35, est une phosphoprotéine appartenant à la famille des tétraspanines, 
et fut découverte en 1980 par Stachenko et al. [1]. Elle est parmi les premiers antigènes de 
différenciation des lymphocytes B humains à avoir été identifiés à l’aide d’anticorps 
monoclonaux comme l’IF5 [2] et le B1 [3]. L’intérêt de cet antigène n’a cessé de 
s’accroître du fait qu’il est considéré comme une cible antigénique en immunothérapie 
passive et une cible thérapeutique privilégiée pour de nombreuses maladies auto-immunes 
(voir plus loin). 
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1.1 La structure de CD20        
       CD20 est une protéine non glycosylée de 33 et 37 KDa. Elle est composée de 297 
acides aminés, quatre domaines transmembranaires, deux extrémités N et C terminales 
intracellulaires et une boucle extracellulaire de taille réduite (43 acides aminés) entre le 
troisième et le quatrième domaine transmembranaire (figure 1, p.4) [4]. La portion 
cytoplasmique est riche en sérine et thréonine et comporte de nombreux sites de 
phosphorylation. Cette séquence cytoplasmique possède les résidus 219-225, qui sont 
critiques à la redistribution du CD20 dans les radeaux lipidiques. Le domaine 
extracellulaire (résidus 142-184) possède la plupart des épitopes reconnus par les anti-
CD20, et les résidus alanine 170 et proline 172 sont essentiels à cette reconnaissance 
(figure 1, p.4) [5]. CD20 peut être exprimé sous forme homodimérique et 
homotétramérique. Le gène codant pour sa synthèse est situé sur le chromosome 11 et fait 
partie d’un groupe de gènes MS4A1 (Membrane Spanning 4A) codant des protéines à 
quatre domaines transmembranaires [6]. 
       En 1988, Tedder et al. ont découvert chez la souris un gène orthologue du CD20, qui 
présente une divergence de 16 sur 43 acides aminés au niveau du domaine extracellulaire 
(figure 1, p.4) [7]. Il semble aussi exister des différences conformationnelles significatives 
et majeures entre eux, prouvées par une absence de réaction croisée entre les anticorps anti-
CD20 humain ou murin pour le CD20 orthologue. 
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Figure 1. La structure de CD20 et l’homologie entre le CD20 humain et le CD20 
murin 
La molécule CD20 est schématisée avec son domaine extracellulaire (EC), quatre domaines 
transmembranaires (TM) et les deux extrémités N et C-terminal intracellulaire (IC). 
L’alignement des deux séquences d’acides aminés du CD20 humain et du CD20 murin 
représente le domaine extracellulaire avec une divergence au niveau des résidus A170 et 
P172 (∗) du CD20 humain. (Inspirée de Cartron G. et al.) [8]. 
1.2  L’expression de CD20 à la surface des cellules B 
      Le CD20 est exprimé à haute densité à la surface des lymphocytes pré-B, des 
lymphocytes B matures et des lymphocytes B mémoires, donc depuis leur stade pré-B 
jusqu’au stade précédant leur différenciation en plasmocytes. En revanche, il n’est pas 
exprimé à la surface des souches hématopoïétiques, des cellules pro-B ni des plasmocytes 
[9]. En effet, à peu près 20% des plasmocytes peuvent exprimer des quantités variables du 
CD20, cette population correspond à des plasmocytes moins matures de type plasmoblastes 
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producteurs des IgM [10]. De plus, ce marqueur est exprimé à la surface des cellules B 
tumorales [11-13]. 
1.2.1 Modulation de l’expression du CD20 par les cytokines 
       L’étude de la modulation d’expression du CD20 par les cytokines, et surtout à la 
surface des cellules B tumorales, a intéressé de nombreux auteurs dans le but d’améliorer 
l’activité cytolytique des anticorps anti-CD20 afin de prévenir les maladies auto-immunes 
dépendantes des cellules B [14]. Certaines études ont montré que l’interleukine-4 
recombinante (rIL-4) entraîne une diminution de l’expression membranaire du CD20 à la 
surface des cellules B normales et leucémiques en affectant la conformation de la protéine 
sans modifier la quantité de messagers du CD20 [15]. Ces mêmes études ont montré que 
l’IL-1, l’IL-2, l’IL-6, l’INF-Į, l’INF-γ et le TNF-ȕ n’ont pas d’effet sur le niveau 
d’expression du CD20. D’autres études ont démontré un effet inverse de ces cytokines: 
elles ont prouvé que l’IL-4, le TNF-Į [16], mais aussi l’INF-Į [17] augmentent l’expression 
du CD20 à la surface des cellules leucémiques. En plus, l’INF-γ entraîne une augmentation 
du CD20 sur les cellules myélomateuses humaines [18]. Il est possible que cette 
controverse soit due au stade de différenciation des cellules exprimant CD20. 
       L’effet de ces diverses cytokines sur l’expression de CD20 doit être bien analysé afin 
d’encourager l’utilisation combinée de ces cytokines avec l’immunothérapie [19]. 
1.2.2 Modulation de l’expression du CD20 par la cytotoxicité cellulaire 
       L’expression antigénique est un facteur bien connu influençant l’activité cytolytique 
des anticorps en présence du complément. La comparaison de la sensibilité des cellules, 
provenant de leucémie lymphoïde chronique, à la lyse par le complément a montré une 
relation entre cette sensibilité et le niveau d’expression du CD20 [20]. En effet, d’autres 
études ont montré un rapport entre le niveau d’expression du CD20 et l’activité CDC 
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(cytotoxicité cellulaire dépendante du complément) au sein de lymphomes folliculaires 
[21]. Aussi, il n’existe aucun lien entre la sensibilité à l’ADCC (cytotoxicité cellulaire 
dépendante des anticorps) et le degré d’expression en CD20 [22]. 
      En conclusion, le niveau d’expression antigénique du CD20 peut être influencé en 
fonction du mécanisme d’action considéré, et reste un aspect discuté [11]. 
1.3 Fonctions et signalisation du CD20  
      Malgré de nombreuses études, la fonction physiologique précise du CD20 est assez mal 
connue, et les souris déficientes en CD20 ne présentent pas d’anomalies immunologiques 
particulières [23]. Certaines études ont montré que cette protéine fonctionne comme un 
canal ionique régulant le flux calcique au niveau de la cellule B [24].  
D’autre part, le ligand naturel du CD20 n’étant pas connu, sa stimulation est toujours 
obtenue artificiellement par des anticorps capable de le fixer au niveau de son domaine 
extracellulaire. L’activation du CD20 est réalisée en utilisant des anticorps monoclonaux 
recombinants agonistes anti-CD20 [9, 25]. Ces études ont permis de montrer que certains 
anticorps anti-CD20 induisent l’activation des lymphocytes B, une modification de leur 
croissance avec progression de la phase G1 à la phase S du cycle cellulaire, et leur 
différenciation, régulant donc le cycle cellulaire des lymphocytes B en modulant la 
concentration cytoplasmique du calcium [9, 26]. Alors que d’autres anticorps bloquent la 
progression du cycle cellulaire suite à une augmentation de la concentration  cytoplasmique 
du calcium. En effet, la portion intracellulaire du CD20, comprenant de multiples 
séquences de phosphorylation, est associée à différentes protéines kinases de la famille Src 
(Lyn, Fyn, Lck) [27, 28]. Ainsi, l’activation du CD20 va induire, via la Phospholipase C 
gamma (PLC-γ), l’activation de la voie du phosphatidyl-inositol triphosphate (PIP3) qui va 
générer l’inositol-triphosphate, la voie des MAP-Kinases (Mitogen-Activated Protein 
Kinases) et la voie de la protéine kinase C (PKC). Cette activation est dépendante de la 
répartition et de la densité membranaire en CD20, et cette répartition semble être 
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fondamentale parce qu’après la fixation de l’anti-CD20, il se produit une diffusion rapide 
du CD20 au sein des radeaux lipidiques. Cette redistribution se fait de façon assez similaire 
aux BCR (B-cell receptor), suggérant ainsi une coordination entre les signaux 
intracellulaires [29, 30]. Cette liaison ne s’accompagne pas d’une modulation de 
l’expression membranaire du CD20 ou libération du CD20, sauf dans des conditions 
précises [31].  
Les phénomènes biologiques obtenus suite à la liaison du CD20 avec des anticorps anti-
CD20 sont nombreux, incluant une diminution d’expression du BCR [32], le décapage du 
CD23 (FcİRII) [33, 34], l’augmentation de l’expression des molécules du CMH-II [35], et 
l’induction de l’apoptose [36, 37]. 
1.4 Une bonne cible antigénique en immunothérapie passive 
      L’immunothérapie est une méthode de traitement destinée à modifier les moyens de 
défense naturels de l’organisme. L’immunothérapie passive consiste à administrer à un 
malade des anticorps monoclonaux produits artificiellement. Ces anticorps sont destinés à 
se lier à une cible antigénique précise présentant des propriétés particulières. Les qualités 
d’une bonne cible antigénique sont la physiologie et la fonctionnalité. En effet, un anticorps 
peut être dirigé contre un antigène de fonction inconnue et se révéler efficace par 
l’induction des mécanismes pro-apoptotiques ou par le recrutement d’effecteurs cellulaires 
[38]. 
     Le CD20, exprimé en assez grande quantité à la surface cellulaire du stade pré-B 
jusqu’au stade de B mémoire, est un marqueur qui se trouve uniquement sur les 
lymphocytes B. Lorsqu’il est exprimé à la surface des cellules B malignes, il sert comme 
cible pour les traitements qui visent à supprimer les lymphocytes B tout en épargnant les 
plasmocytes responsables de la production des anticorps [39-41]. Le prendre pour cible 
n’entraîne donc pas d’interférences avec le renouvellement des cellules sanguines et 
immunitaires ou avec la production d’immunoglobulines et n’expose pas le patient à un 
risque accru d’infections. 
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     Les lymphocytes B jouent un rôle central dans la génération des maladies auto-
immunes. Ces cellules, considérées comme cellules présentatrices d’antigène, sont 
responsables de la production d’auto-anticorps de manière constitutive ou induite par des 
auto-antigènes, la production de cytokines et l’activation de cellules T auto-réactives. 
     Plusieurs anticorps monoclonaux ont été produits pour être dirigés spécifiquement 
contre le CD20 humain. Dans le cadre des lymphomes, le premier anticorps à avoir été 
utilisé est le rituximab (RTX), anticorps monoclonal qui reconnaît CD20, présent sur les 
cellules des lymphomes B qui représentent plus de 80% des lymphomes. De nombreuses 
études cliniques ont révélé sa bonne tolérance et son efficacité [42-44]. Le RTX est un 
anticorps nu, dont une partie provient de la souris. D’autres anticorps monoclonaux anti-
CD20 couplés à des produits radioactifs ont été synthétisés pour permettre l’irradiation 
spécifique des cellules de lymphomes. Par exemple, l’anticorps de souris ibritumomab 
comporte une molécule radioactive, l’yttrium 90. Cet anticorps est autorisé pour le 
traitement des rechutes de lymphomes folliculaires. Le tositumomab couplé à l’iode 131 est 
utilisé dans les lymphomes non-hodgkiniens. La toxicité hématologique de ces produits 
radioactifs limite leur utilisation. Il y a aussi d’autres anticorps monoclonaux complètement 
humanisés anti-CD20, tels l’ocrelizumab et l’oftamumab [45].  
2. Le RTX 
  
      En 1994, Biogen Idec Inc. a produit le RTX (anticorps IDEC-C2B8, ou Mabthera®, ou 
Rituxan®), un anticorps monoclonal chimérique murin humanisé dirigé contre le CD20 
humain, cytotoxique pour les cellules B [46].  
     Depuis l’obtention de son autorisation de mise sur le marché en juin 1998, le RTX était 
considéré comme étant le premier anticorps monoclonal à visée thérapeutique utilisé en 
hématologie [47]. Cet anticorps est constitué des régions variables d’immunoglobulines 
Fab murines dirigées spécifiquement contre la molécule CD20 humaine, fusionnée aux 
régions constantes Fc d’une chaîne lourde IgG1 associé à une chaîne légère ɤ humaine. Cet 
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anticorps monoclonal chimérique est produit par des cellules de mammifères (ovaires de 
hamster chinois). Il est purifié par chromatographie d’affinité et d’échange d’ions [8, 47].  
      Il a été utilisé avec succès pour le traitement des lymphomes B sévères; plus de 500 000 
lymphomes B non hodgkiniens de type folliculaire ou de lymphomes plus agressifs ont été 
traités. En 2004, le RTX a montré son intérêt dans certaines maladies auto-immunes en 
permettant de rétablir la tolérance lymphocytaire B [48]. 
2.1 Utilisation du RTX dans différentes maladies auto-immunes  
      Plusieurs données expérimentales et cliniques plaident pour un rôle central du 
lymphocyte B dans la génération des maladies auto-immunes. Ce rôle a été étudié dans le 
cas du lupus érythémateux disséminé (LED), où dans certains modèles murins de lupus, la 
déplétion des lymphocytes B prévient le développement de la maladie [49].  
En effet, l’utilisation du RTX pour le traitement des maladies auto-immunes a fait 
l’objet de nombreuses publications ces dernières années. Son utilisation dans des maladies 
auto-immunes a montré une éradication maximale des cellules B auto-réactives, prévenant 
ainsi l’amplification de la réponse auto-immune et une diminution de la synthèse des auto-
anticorps pathogènes [47, 50].  
Malgré le coût élevé de ce traitement, l’utilisation du RTX a été rapportée dans 
différentes maladies auto-immunes (tableau I, p.11), et des essais cliniques sont en cours 
pour établir l’innocuité et l’efficacité de ce traitement. Une fois le RTX administré chez un 
patient, les lymphocytes B disparaissent dans le sang mais une réapparition est détectée un 
mois à trois ans plus tard selon la maladie auto-immune et la réponse des patients traités. 
Ainsi, les cellules circulantes retrouvent leur distribution pathologique de départ. L’analyse 
fine des sous-populations de lymphocytes B montre tout d’abord l’apparition de 
lymphocytes B immatures, ensuite un retour de différentes sous-populations de 
lymphocytes B matures, susceptibles d’annoncer une rechute. Dans les maladies auto-
immunes, des études cliniques ont montré qu’il faut surveiller les lymphocytes B matures et 
activés en cas de sclérodermie systémique (SS) et les lymphocytes B mémoires en cas de 
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polyarthrite rhumatoïde (PR) et LED, parce que leur réapparition annonce une rechute 
clinique [51, 52]. D’autres études ont démontré que le RTX est capable de purger les 
organes lymphoïdes secondaires de leurs lymphocytes B, et cette élimination a été observée 
dans les organes lésés par l’auto-immunité [53], comme dans la synoviale des patients qui 
souffrent de la PR et dans les glandes salivaires de ceux atteints de la SS [54, 55].  
     En 2001, Edwards et Cambridge ont décrit les 5 premiers patients atteints de la PR 
traités par le RTX. Ce traitement a paru d’abord surprenant, et cette efficacité est surtout le 
résultat de la modification de la coopération cellules B-cellules T [56]. Cependant, après 
une année de traitement, la plupart des patients ont montré une réactivation de la PR, mais 
un nouveau cycle de traitement par perfusion du RTX a été effectué avec succès chez la 
majorité des patients. Et en 2008, le RTX a eu une autorisation de mise sur le marché pour 
le traitement de la PR. 
     En plus, le RTX est en cours de test pour le traitement de la sclérose en plaques (SEP) et 
a démontré des résultats prometteurs. En 2008, Stephen et al. ont prouvé l’efficacité du 
RTX chez des patients atteint de la SEP [57]. Au cours d’un essai préliminaire de phase II, 
ils ont montré que deux perfusions de RTX chez des patients atteints de la forme cyclique 
(poussées-rémissions) de la SEP réduit le nombre des lésions inflammatoires cérébrales et 
des poussées cliniques par rapport au placebo pendant 48 semaines [57]. Pendant des 
décennies, plusieurs groupes de chercheurs ont cru que les lymphocytes T jouaient un rôle 
clé dans la génération de la SEP, mais l’étude sur le RTX permet de croire que les 
interactions entre les lymphocytes B et T pourrait être la clé de l’action destructive du 
système immunitaire dans la SEP [58]. Ainsi, des études récentes ont évalué l’efficacité, 
l’innocuité et la tolérabilité de l’association du RTX aux immuno-modulateurs injectables 
qui sont employés couramment dans le traitement des personnes qui présentent la forme 
récurrente-rémittente de la SEP. En effet, le RTX a été bien toléré et n’a entraîné aucun 
évènement indésirable grave lors du traitement des patients souffrants de la SEP [58]. 
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Tableau I: Les différentes maladies auto-immunes où le RTX a été utilisé 
Polyarthrite rhumatoïde  
Sclérodermie systémique 
Sclérose en plaques 
Vascularite systémique 
Purpura thrombotique thrombocytopénique 
Purpura thrombotique idiopathique 
Polymosite 
Syndrome de Goodpasture 
Glomérulonéphrite extramembraneuse 
Lupus érythémateux disséminé 
Érythroblastopénies 
Anémies hémolytiques auto-immunes 
Neutropénies auto-immunes 
Ce tableau est inspiré de Fleishmann, 2009 [59]. 
2.2 Etude pharmacocinétique du RTX  
      En 1993, le RTX a été l’une des premières thérapies ciblées utilisées en pratique 
clinique. Le but du dosage du RTX est d’en accorder la dose et l’effet de sa concentration 
chez un patient donné au cours du temps, et les variations de sa cinétique d’un patient à 
l’autre.  
     En monothérapie, chez un patient souffrant d’un lymphome folliculaire non-hodgkinien, 
la posologie recommandée du RTX est de 375 mg/m² de surface corporelle, injectée en 
perfusion intraveineuse une fois par semaine pendant quatre semaines, et la demi-vie du 
RTX passe de 3.2 jours après la première perfusion à 8.6 jours après la quatrième perfusion. 
En plus, une baisse de la clairance plasmatique est observée de la première à la quatrième 
perfusion [60]. 
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     L’administration du RTX chez un patient atteint de LED induit une déplétion 
lymphocytaire B qui est marquée après 24 à 48 heures après la première perfusion. La 
demi-vie du RTX est estimée à 120 heures [61]. 
     Chez des patients souffrant de la PR, deux injections de 1 g/m² de surface corporelle à 
14 jours d’intervalle étaient recommandées et la demi-vie du RTX est estimée à 20 jours en 
moyenne avec une importante clairance plasmatique [62].  
     De plus, l’administration du RTX en perfusion intraveineuse, 1000 mg en 15 jours 
d’intervalle, chez des malades atteints de SEP réduit l’aggravation des lésions cérébrales 
détectées par IRM (imagerie par résonance magnétique) et réduit de moitié la fréquence des 
poussées de cette maladie [57].
     Pour des raisons inconnues, le RTX a été détecté dans le plasma des patients traités 
après 6 à 9 mois de l’arrêt des perfusions; ceci indique que la déplétion des lymphocytes B 
induite par le RTX dure 6 à 9 mois (durée médiane) et que la réapparition des symptômes 
de la maladie est due à une réapparition des cellules B auto-réactives. 
     En conclusion, la demi-vie du RTX dépend de la quantité administrée, de l’intervalle 
entre deux perfusions mais aussi de sa vitesse de diffusion et d’élimination. L’efficacité du 
RTX ne diffère pas par rapport au sexe et sa pharmacocinétique chez l’enfant reste encore 
inconnue. Il faut noter que la déplétion lymphocytaire B est variable d’un patient à l’autre 
pour une dose équivalente de RTX. L’administration combinée de methotrexate ou de 
cyclophosphamide augmente l’efficacité du RTX dans la PR mais n’affecte pas sa 
pharmacocinétique [63]. 
2.3 Effets secondaires du RTX 
      Le RTX est dans l’ensemble remarquablement bien toléré. Cependant, quelques effets 
indésirables peuvent survenir. Parmi les effets les plus fréquents, des réactions allergiques 
lors de la première perfusion peuvent être observées (fièvre, malaise, hypotension, 
frissons…). Ceci est dû à l’activation massive de la voie du complément au cours de la 
perfusion. Ces symptômes peuvent disparaître par prescription de corticoïdes et 
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antihistaminiques avant la perfusion et s’améliorent en ralentissant le débit de perfusion. 
Des réactions cytokiniques (fièvre, dyspnée…) peuvent survenir chez des patients atteints 
d’hémopathies avec une masse tumorale importante. Ceci est dû à une libération de 
cytokines lors de la déplétion cellulaire induite par le RTX [64].  
Malgré la déplétion majeure des cellules B périphériques, le niveau d’Ig n’est pas 
modifié dans les lymphomes, mais une diminution des IgM est observée dans les myélomes 
traités par le RTX après une autogreffe des cellules souches [51]. Cette diminution reste 
rare du fait de la résistance des plasmocytes dépourvus du CD20 à l’action du RTX. Chez 
certains patients atteints de PR, une hypogammaglobulinémie d’IgM significative est 
observée [65].  
En plus, certains auteurs ont montré que le RTX peut provoquer une augmentation du 
taux sérique de BAFF (B-cell activating factors of the TNF familly) dans la PR, la SS et 
dans le LED [66, 67]. Des études effectuées sur des souris transfectées avec le CD20 
humain ont suggéré que la production du BAFF par les cellules B est une forme de 
résistance à la lyse cellulaire induite par le RTX.
Enfin, d’autres effets secondaires ont été signalés plus rarement: infections virales, 
neutropénie, myocardite, et autres. Ces effets peuvent être liés à des phénomènes 
immunologiques non encore élucidés. 
2.4 Mécanismes d’action du RTX après sa liaison avec CD20  
      Les principaux mécanismes d’action du RTX ont été étudiés dans les 
lymphoproliférations [68]. Ces différents mécanismes, dont l’importance respective n’est 
pas encore élucidée, sont impliqués dans la déplétion des lymphocytes B. 
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2.4.1 Translocation du CD20 dans les radeaux lipidiques 
  
      Au sein de la membrane plasmique, il existe des structures membranaires flottantes, 
appelées radeaux lipidiques, qui sont des microdomaines cellulaires enrichis en cholestérol 
et sphingolipides. Ces domaines sont capables de confluer les uns vers les autres pour 
permettre l’agrégation de molécules impliquées dans la signalisation cellulaire. Au niveau 
de ces domaines, la présence des molécules régulatrices du complément leur permet une 
résistance à l’action du complément par rapport au reste de la membrane plasmique. En 
effet, des anticorps dirigés contre des molécules antigéniques sont capables de les 
concentrer au niveau des radeaux lipidiques, augmentant ainsi la densité en IgG au niveau 
de ces domaines et facilitant la liaison de la molécule C1q, une molécule de la cascade du 
complément qui est capable de fixer deux IgG monomériques proches. C’est le cas du 
RTX, qui induit une translocation de CD20 dans les radeaux lipidiques et active ainsi le 
complément de façon plus efficace [68, 69]. 
      Notons que les anticorps anti-CD20 se répartissent entre les anticorps monoclonaux de 
type I (comme le RTX qui favorise l’action du complément en concentrant les molécules 
CD20 dans les radeaux lipidiques) et les anticorps monoclonaux de type II (comme le 
tostimumab, incapable de redistribuer le CD20 et d’activer le complément) [70, 71]. 
2.4.2 Shaving ou Rasage du CD20  
       
      Plusieurs études ont montré que suite à l’injection du RTX, chez des patients atteints de 
leucémie chronique, un phénomène de perte d’expression de CD20 a été mis en évidence 
[31]. In vitro, en utilisant des monocytes différenciés en macrophages, un phénomène 
nommé « rasage ou shaving » du CD20 a été observé. C’est un phénomène unidirectionnel 
où les macrophages captent des fragments de la membrane cellulaire dans lesquels se 
trouvent les complexes CD20-RTX [72]. Alors que d’autres études suggèrent que le 
complexe CD20-RTX ne peut être ni internalisé par les cellules cibles, ni libéré de la 
surface cellulaire. Ce phénomène n’a été retrouvé que dans les leucémies chroniques et pas 
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dans des maladies auto-immunes. Ce rasage du CD20 pourrait être responsable de la 
résistance des cellules tumorales aux injections ultérieures de RTX suite à la perte 
d’expression de son antigène cible. En effet, l’étude de la relation concentration-effet du 
RTX chez des patients atteints de la leucémie chronique a montré que de fortes doses du 
RTX peuvent faire disparaître le CD20 membranaire suite à la liaison du complexe CD20-
RTX aux récepteurs FcγRI des macrophages. Pour éviter ce phénomène, il faut diminuer les 
doses du RTX plutôt que les augmenter, permettant ainsi une meilleure clairance de la cible 
[73]. A l’issue de ces études, la dose de RTX a été standardisée à 375 mg/m². 
2.4.3 La voie de l’apoptose 
      Des expériences in vitro semblent suggérer que la liaison du RTX au CD20 induit 
l’apoptose, mort cellulaire programmée. Plusieurs études ont été réalisées pour comprendre 
les différentes voies de signalisation intracellulaire impliquées dans l’induction de 
l’apoptose alors même que les fonctions biologiques du CD20 restent mal connues. 
L’implication in vivo de ce mécanisme d’action médié par le RTX reste très peu connu [8].  
      Certaines études ont démontré que, suite à la sensibilisation de cellules cibles par le 
RTX, le CD20 est redistribué dans les radeaux lipidiques, et que l’inhibition des Src 
kinases entraîne l’inhibition de la voie de signalisation de p38 MAPK et de l’activité de 
NF-kB (figure 2, p.16). Ainsi, le répresseur transcriptionnel YY1 n’empêche plus 
l’expression de Fas, récepteur de la mort cellulaire, qui participe ainsi à la sensibilité de la 
cellule cible à l’apoptose dépendante de Fas. En effet, Stel et al. ont montré que le RTX 
induit une réorganisation des radeaux lipidiques, ce qui facilite l’agrégation des récepteurs 
de mort cellulaire, comme Fas, et mène au recrutement et à l’activation de la caspase-8 et 
l’induction de la mort [68, 74]. D’autres études suggèrent que la fixation du RTX sur sa 
cible induit un changement de conformation de CD20 par le biais de la phosphorylation 
(phosphorylation de la phospholipase C, PLCγ2 par les protéines kinases Lyn, Fyn et Lck), 
ce qui assure une augmentation du flux calcique vers le secteur intracellulaire et donc une 
augmentation de la concentration intracellulaire du calcium et l’activation de la caspase-3, 
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conduisant ainsi au blocage du cycle cellulaire en phase S (figure 2, p.16) [25, 74]. D’autres 
études contradictoires montrent que la voie d’apoptose n’est pas inhibée par les inhibiteurs 
des caspases, suggérant que ce mécanisme est indépendant des caspases [31]. Le RTX 
entraîne également la translocation de la sphingomyélinase acide (A-SMase) vers le feuillet 
externe de la membrane dont il hydrolyse les sphingolipides membranaires en 
phosphocholines et céramides. Ces derniers sont des inhibiteurs du cycle cellulaire (figure 
2, p.16). Dans un modèle cellulaire très particulier (lignée d’un lymphome de Burkitt), il a 
été démontré que le RTX est capable de réduire l’expression des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2, XIAP et Mc11, et il peut également inactiver une boucle autocrine 
d’inhibition de l’apoptose médiée par l’IL-10 (figure 2, p.16) [75]. 
      En conclusion, l’induction de l’apoptose par le RTX dépend de différentes conditions 
expérimentales: la cellule cible, le degré de pontage antigénique (anticorps seul ou cross-
linke avec un anticorps secondaire anti-Fc de l’IgG), et la concentration de l’anticorps.
Figure 2. Mécanismes pro-apoptotiques déclenchés suite à la liaison du RTX au CD20 
La sensibilisation des cellules cibles par le RTX induit plusieurs voies de  signalisation 
intracellulaire capables de provoquer l’apoptose de la cible. (Inspirée de Cartron G. et al.,
2004) [8]. 
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2.4.4 Fonctions effectrices liées à la portion Fc du RTX 
      Les firmes pharmaceutiques choisissent le plus souvent la sous-classe IgG1 parce 
qu’elle est fortement exprimée sur la cellule cible, elle possède une demi-vie plus longue et 
les meilleures activités cytolytiques. Pour cela, la portion Fc de l’IgG humaine du RTX a 
été sélectionnée pour sa capacité à entraîner une cytotoxicité de type ADCC et à fixer le 
complément (CDC). 
2.4.4.1 La voie d’activation du complément: CDC 
      L’un des mécanismes de la lyse provoquée par le RTX découle de la capacité de son Fc 
à fixer le C1q, la première protéine complémentaire, qui lance l’activation du complément 
par la voie classique pour donner une cytotoxicité dépendante du complément. Cette voie 
d’activation du complément est donc initiée par la liaison du C1q au complexe RTX-CD20, 
alors que la voie alterne est initiée par la liaison du C3b aux surfaces activatrices. Ces deux 
voies génèrent des C3 convertases et des C5 convertases responsables de la formation du 
C3b, conduisant à une étape amplificatrice du C3 et du C5b convertis en un complexe 
d’attaque membranaire (MAC) par une séquence de réactions terminales (figure 3, p.18). 
Les fragments qui se détachent, C3a et C5a sont chimiotactiques pour les polynucléaires 
neutrophiles (PNN) et conduisent aussi à l’activation des cellules immunitaires. La 
régulation de ce phénomène est liée aux protéines inhibitrices du complément, en 
particulier le CD35 ou CR1 (Complement Receptor type1), le CD55 ou DAF (Decay 
Accelerating Factor), le CD46 ou MCP (Membrane Cofactor Protein), et le CD59 ou MIRL 
(Membrane Inhibitor of Reactive Lysis) [76]. L’étude de l’expression de ces protéines 
inhibitrices du complément peut prédire in vitro l’efficacité de la CDC induite par le RTX 
[77]. La sensibilité à la CDC semble liée à la cellule cible elle-même et à la mobilité du 
CD20 dans les radeaux lipidiques, mais aussi dépend de l’orientation favorable du fragment 
Fc du RTX. En plus, le niveau d’expression de CD20 est un facteur qui influence la CDC 
car la fixation du C1q nécessite deux molécules IgG1 du RTX suffisamment proches.             
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      La redistribution du CD20 dans les radeaux lipidiques suite à la liaison du RTX a pour 
effet de concentrer les molécules IgG1 et de favoriser la fixation de C1q [8].  
L’implication de ce mécanisme d’action du RTX, la CDC démontré in vitro, a une 
certaine pertinence in vivo. En effet, les souris déficientes en C1q sont incapables de 
détruire une tumeur exprimant le CD20 humain suite à une injection du RTX [78]. En plus, 
certains auteurs ont détecté le C3b sur les lymphocytes B circulant chez le singe après 
quelques minutes d’administration du RTX [71]. 
Figure 3. Les différentes voies d’activation du complément induites après la liaison 
RTX-CD20 
Le RTX induit la translocation du CD20 au sein des radeaux lipidiques conduisant ainsi à 
l’activation de la voie classique et de la voie alterne du complément (figure inspirée de 
Cartron G. et al., 2004) [8]. 
2.4.4.2 Recrutement d’effecteurs cellulaires: ADCC 
      
      Les effecteurs de l’ADCC sont les monocytes, les macrophages, les cellules NK et les 
PNN, dont les FcȖR, récepteurs exprimés à la surface de ces cellules, accueillent la partie 
Fc du RTX quand les deux parties Fab sont fixées sur CD20 à la surface des lymphocytes 
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B. La liaison CD20-RTX-FcȖR conduit à l’activation des cellules effectrices entraînant la 
lyse des cellules B. Le rendement de cette cytotoxicité dépend de l’adéquation entre FcȖ et 
FcȖR et donc du polymorphisme de ces récepteurs. En effet, des souris déficientes en 
chaine Ȗ associée aux FcȖR sont incapables de répondre au RTX, suggérant l’implication de 
ces cellules effectrices dans la réponse au traitement [79]. Ces récepteurs appartiennent à 
trois familles, dont les FcȖRI de forte affinité ou CD64, les FcȖRIII de faible affinité ou 
CD16, et les FcȖRII inhibiteurs ou CD32. Ainsi, l’existence d’un polymorphisme au sein 
des récepteurs FcȖR explique la variabilité de la déplétion lymphocytaire B dans les 
lymphomes et les maladies auto-immunes suite à un traitement au RTX. La plupart des 
expériences mettent en lumière le rôle des cellules NK et les récepteurs qu’elles expriment, 
les FcȖRIIIa. Un dimorphisme phénylalanine (F) ou valine (V) en position 158 du récepteur 
FcȖRIIIa modifie son affinité pour les IgG1 et donc sa capacité d’activer les cellules 
effectrices [80]. En effet, le taux sérique du RTX nécessaire pour induire une déplétion des 
lymphocytes B en présence d’un FcȖRIIIa de faible affinité (V) doit être dix fois supérieur 
chez des patients portant l’allèle de haute affinité (F) [81]. Cette relation 
génotype/phénotype qui est observée in vivo, a pu être démontrée in vitro suggérant 
fortement l’implication des cellules effectrices exprimant le FcȖRIIIa dans l’effet 
thérapeutique du RTX [82]. 
3. Le CD40  
       
           Le CD40 a été identifié pour la première fois en 1985 à la surface des cellules de 
carcinomes et des lymphocytes B [83] en utilisant des anticorps monoclonaux comme le 
S2C6 (Paulie S et al., 1985) [84] et le G28.5 (Clark et al., 1986) [85]. L’ADNc du CD40 a 
été isolé en 1989 par Stamenkovic et al. [86]. Le CD40 a un rôle important pour la 
régulation de la réponse immunitaire et de nombreuses études se sont intéressées à cette 
molécule du fait qu’elle est considérée comme une importante cible thérapeutique pour de 
nombreuses maladies. 
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3.1 La structure de CD40      
       
      CD40 est une glycoprotéine transmembranaire de type I qui appartient à la superfamille 
des récepteurs du tumor necrosis factor (TNFR). Elle possède un poids moléculaire qui 
oscille entre 37 et 50 KDa. Le gène codant pour le CD40 humain est localisé sur le 
chromosome 20 (q12-q13.2). Cette protéine est composée de 277 acides aminés, 193 dans 
le domaine extracellulaire, 22 dans le domaine transmembranaire et 62 dans le domaine 
cytoplasmique. Le CD40 est une protéine de type I caractérisée par une terminaison amine 
extracellulaire et une autre terminaison carboxyle intracellulaire. Son domaine 
extracellulaire est divisé en quatre domaines renfermant des répétitions plus ou moins 
uniformes d’une quarantaine d’acides aminés et comportant des résidus cystéine capables 
de former des ponts disulfures à l’intérieur de chaque domaine. Le domaine extracellulaire 
comporte au total 20 résidus cystéine. Cette structure représente une caractéristique des 
membres de la famille des TNFRs [87]. 
       Le CD40 murin (mCD40) est composé de 305 acides aminés et possède une homologie 
de 62% avec le CD40 humain (hCD40). Les 32 acides amines carboxy-terminaux sont 
complètement conservés. Les 20 résidus de cystéines sont aussi conservés suggérant un 
repliement semblable du CD40 chez l’homme et la souris [88]. CD40 est généralement 
exprimé à la surface des cellules sous forme monomérique, mais des dimères ont aussi été 
observés sur les lymphocytes B [89]. 
3.2  L’expression de CD40 à la surface des cellules 
       
      CD40 a été découvert à la surface des lymphocytes B. En effet, l’utilisation d’un 
anticorps monoclonal spécifique du CD40 induit la prolifération des cellules B [85]. 
Présent à tous les stades du développement des lymphocytes B, la stimulation de CD40 est 
capable d’induire de nombreux signaux dépendants du stade de développement 
lymphocytaire B [88]. Une forme soluble du CD40 peut être sécrétée par les cellules B 
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transformées ou par les lymphocytes B de l’amygdale, et cette forme soluble est capable de 
s’associer à son ligand exprimé à la surface des cellules T [90]. 
Outre son expression par les cellules B, des études plus approfondies ont permis de 
détecter l’expression de CD40 à la surface d’autres cellules hématopoïétiques et non-
hématopoïétiques (cellules présentatrices d’antigène, les monocytes/macrophages, les 
cellules dendritiques). Les cellules épithéliales sont aussi une source importante de CD40, 
en plus des basophiles, des synoviocytes et des fibroblastes. CD40 est aussi détecté à la 
surface des cellules T activées [91]. Cependant, le rôle de CD40 et des voies de 
signalisation induites varient d’un type cellulaire à l’autre (tableau II, p.22). 
L’expression du CD40 est constitutive et faible à l’état basal à la surface de la plupart 
des types cellulaires, mais elle peut être augmentée par un ensemble de signaux 
inflammatoires comme l’INF-γ, le TNFĮ, l’IL-1, l’IL-3 ou l’IL-4. D’autres stimuli sont 
également connus tels le VIH, la bactérie Mycobacterium tuberculosis et le virus d’Epstein-
Barr [90]. 
Il existe quatre isoformes du CD40 humain (Isoforme I, II, III et IV). Ces isoformes 
sont le résultat d’épissage alternatif. Chacun des isoformes présente des fonctions 
différentes de l’autre, ce qui suggère que le CD40 est sujet à la régulation transcriptionnelle 
et post-traductionnelle [92]. 
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Tableau II: Le rôle de l’engagement de CD40 à la surface de différents types 
cellulaires  
         Type cellulaire                     L’effet de la stimulation via le CD40         
   Macrophages/monocytes              Sécrétion de cytokines 
                                                         Production d’oxyde nitrique 
                                                         Production de métalloprotéinase 
                                                         Survie 
   Cellules endothéliales                   Stimule l’expression de CD54, CD62E et CD106 
                                                         Augmente la production de l’IL-1, IL-6 et IL-8 
   Cellules dendritiques                    Croissance et survie 
                                                         Expression de molécules co-stimulatrices                                           
                                                         Augmente la production de cytokines 
   Cellules épithéliales                      Augmente la production de cytokines/chémokines 
                                                         Inhibition de la croissance/apoptose 
   Fibroblastes                                   Induction de la prolifération 
                                                         Augmente la production de cytokines 
Ce tableau est inspiré de Van Kooten & Bancherau, 2000 [88].
3.3  CD40: un récepteur pour différents ligands  
3.3.1 CD154 
      CD154 est le principal ligand de CD40, connu aussi sous le nom de CD40L, gp39, T-
BAM ou TRAP [88]. Il a été identifié en 1992 par Armitage et al. [93]. C’est une 
glycoprotéine transmembranaire de 33 à 35 KDa. Le gène codant pour CD154 est localisé 
sur le chromosome X. Il présente des homologies de séquence avec les molécules de la 
famille du TNF. C’est une protéine de type II dont l’extrémité carboxy-terminale est 
orientée à l’extérieur de la membrane cellulaire. Ainsi, CD154 est formée de 261 acides 
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aminés dont 22 acides aminés se localisent dans le domaine cytoplasmique, 24 acides 
aminés dans le domaine transmembranaire et 215 acides aminés dans le domaine 
extracellulaire [88].  
CD154 est exprimé principalement par les lymphocytes T activés (cellules T CD4+ et 
une petite population de cellules T CD8+), mais aussi par les lymphocytes B activés et les 
plaquettes activées [88]. Cette protéine peut être exprimée sur les basophiles, les 
éosinophiles, les cellules tueuses naturelles et les macrophages [88]. CD154 est retrouvé 
sous forme homotrimérique à la surface de la cellule et possède un THD (TNF Homology 
Domain) qui va se lier avec la région riche en cystéine de CD40. De plus, CD154 peut se 
retrouver sous forme soluble (CD154s) de taille réduite (18 KDa) qui provient du clivage 
du CD154 membranaire (CD154m). Cette forme soluble garde toutefois sa capacité de 
former un trimère et d’interagir avec CD40 [94]. 
L’importance de l’interaction de CD40 avec CD154 a été illustrée chez des patients 
souffrants du syndrome d’hyper-IgM lié à l’X. En effet, des mutations ponctuelles 
survenant au niveau du gène codant pour le CD154 sont à l’origine de ce désordre 
immunitaire; cette mutation empêche la liaison du CD154 aux CD40 ce qui rend les 
cellules B incapables d’induire un processus d’activation et de production 
d’immunoglobulines [95].  
L’interaction de la forme trimérique de CD154 à CD40 induit l’oligomérisation de ce 
dernier et l’initiation de plusieurs voies de signalisation [90]. L’interaction entre le CD40 et 
le CD40L mène à leur translocation vers les radeaux lipidiques, et cette localisation de 
CD40 dans ces microdomaines mène à l’activation des voies de signalisation qui sont 
dépendantes de l’homodimérisation de CD40. Des études récentes ont découvert deux 
autres ligands fonctionnels de CD40, soient les protéines C4 binding protein [96] et la heat 
shock protein 70 [97]. 
3.3.2 La CD4b binding protein 
      La C4b binding protein (C4BP) est une glycoprotéine plasmatique humaine de haut 
poids moléculaire (570 KDa). Cette protéine a été découverte par Lambin en 1982 [98].           
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Elle est synthétisée principalement par les hépatocytes, mais aussi par les monocytes 
activés. C4BP est formé par des chaînes Į et des chaînes ȕ formant ainsi un heptamère lié 
par des ponts disulfures. De plus, C4BP est une protéine régulatrice du complément. Elle se 
lie au récepteur du complément (C4b) et induit son clivage. Elle interfère aussi avec la 
formation de la C3C5 convertase et permet au facteur I (inactivateur de C3b) d’inactiver 
C4b [99]. En 2003, Bordeur et al. ont démontré que C4BP peut être un ligand pour CD40. 
Selon ces études, CD40 est capable de lier directement la chaîne Į de C4BP. Cette 
interaction induit l’activation des cellules B, mais aussi la prolifération et l’augmentation 
du nombre des récepteurs CD54 (ICAM-I), CD86, et la commutation de classe des Igs [96].  
Williams et al. ont suggéré que le C4BP se liait indirectement à CD40 par le biais de 
CD154. Ce complexe C4BP-CD154 qui s’associe au CD40 bloque toutes les voies de 
signalisation induites par CD40, et, par conséquent, la prolifération et la survie cellulaire 
[99].  
3.3.3 La heat shock protein 70 (HSP70)
       Les membres de la famille HSP70 représentent les HSPs les plus nombreuses et les 
plus conservées [97]. Il existe au minimum cinq protéines HSP70, certaines étant exprimées 
constitutivement dans la cellule et d’autres sont induites lors d’un stress cellulaire [100]. 
HSP-70 est une chaperonne moléculaire dépendante de l’ATP. Elle facilite le repliement 
des polypeptides nouvellement synthétisés, participe à l’assemblage de complexes 
protéiques, et au transport des protéines dans la cellule. 
HSP70 joue un rôle majeur dans la réponse immunitaire. Elle agit comme 
immunomodulateur. En effet, Wang et al. ont démontré que cette HSP70 peut se lier à 
CD40, qu’elle parvient à stimuler la sécrétion de cytokines et de chémokines et à stimuler 
la maturation et le pouvoir adjuvant des cellules dendritiques et des monocytes [97]. 
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3.4  La signalisation intracellulaire de CD40  
    
   Les voies de signalisation empruntées lors de l’engagement de CD40 peuvent être 
dépendantes du degré de maturation des cellules B, de la nature du CD40 ligand, et du  
modèle cellulaire étudié [101]. L’activation de ces voies de signalisation nécessite 
l’association de CD40 aux protéines adaptatrices, en particulier les TRAFs (TNFR-
associated factors), puisque le CD40 ne possède pas de domaine kinase [88, 90, 101]. 
Ainsi, l’engagement et la trimérisation du CD40 entraînent l’activation des protéines 
tyrosine kinase, des protéines sérine/thréonine kinase, et de la famille des STATs. 
3.4.1 L’activation des protéines tyrosine kinase 
      La famille des protéines tyrosines kinase (PTK) est nécessaire à l’initiation d’une ou 
plusieurs cascades de phosphorylation lors de l’oligomérisation de CD40. La principale 
famille des PTK est la famille Src, dont Lyn, Fyn et c-Src sont les principaux membres 
[102]. L’engagement de CD40 à la surface des cellules B recrute les PTK près de la 
membrane, ce qui conduit à l’activation de ces protéines par la phosphorylation d’une 
tyrosine située sur la boucle d’activation. Ainsi, des essais réalisés sur des lignées 
cellulaires humaines de lymphocytes B ont démontré que les PTK Lyn, Fyn et Syk sont 
phosphorylées dans les cinq minutes qui suivent la liaison de CD40 au CD154 [102, 103]. 
Les phospholipases C-γ (PLC-γ) sont des protéines d’attaches qui sont activées 
lorsqu’elles se fixent sur les tyrosines phosphorylées d’une protéine kinase. Cette enzyme 
activée hydrolyse les phospholipides PIP2 en diacylglycérol (DAG) et en inositol 1, 4,5-
triphosphate (IP3) [103]. Le DAG est un activateur classique des isoformes de la protéine 
kinase C (PKC), qui régule les MAPK, alors que l’IP3 mobilise le calcium intra- et 
extracellulaire. De plus, l’engagement de CD40 induit l’activation de la 
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui entraîne généralement un signal de survie [101]. 
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3.4.2 L’activation des protéines sérine/thréonine kinase 
          
      L’engagement de CD40 induit l’activation des différentes MAPKs tels que les voies 
JNK/SAPK, p38 MAPK et ERK. La cascade de phosphorylation impliquée par les MAPKs 
va activer des facteurs de transcriptions aboutissant à la différenciation ou la prolifération 
des lymphocytes B. La voie d’ERK reste encore ambiguë. Certaines études ont démontré 
que l’engagement du CD40 induit l’activation d’ERK1 et ERK2 [104], et que le degré 
d’activation d’ERK2 est plus élevé qu’ERK1. D’autres études ont rapporté que 
l’engagement de CD40 n’active pas la voie de signalisation d’ERK [105, 106]. L’effet de la 
voie ERK, lors de l’interaction du CD40/CD40L, est généralement considéré positif 
dépendant du type cellulaire utilisé ou stimulé. L’activation de la voie de signalisation 
JNK/SAPK, ainsi que celle de p38 MAPK, survient lorsque la cellule subit un stress de 
peptides vasoactifs et des molécules de la famille du TNF, telle que CD154. En effet, des 
études effectuées chez la souris ont démontré que les cellules B stimulées par CD40 sont 
activées via la voie de signalisation JNK/SAPK qui devient phosphorylée [107, 108]. De 
plus, d’autres études effectuées sur les cellules B humaines du sang périphérique et des 
amygdales ont rapporté l’implication de la voie JNK/MAPK dans l’activation de ces 
cellules [109, 110]. 
3.4.3 L’activation des protéines adaptatrices associées au CD40, en particulier les 
TRAFs 
       
      La queue cytoplasmique de CD40 ne possède pas de domaine kinase, mais contient des 
régions spécifiques qui sont capables de lier des protéines adaptatrices telles que les TRAFs 
et JAK-3 (figure 4, p.28).  
      Les TRAFs sont des protéines adaptatrices cytoplasmiques qui sont capable de 
s’associer avec les TNFRs  pour initier  l’activation des lymphocytes B. Jusqu’à présent, 
six membres de cette famille (TRAF 1, 2, 3, 4, 5, 6) et leurs fonctions biologiques ont été 
identifiés.      
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      Les membres de cette famille ont des structures homologues. Chaque protéine est 
divisée en plusieurs sous-domaines ayant chacun un rôle particulier. Elles possèdent un 
domaine C-terminal qui interagit avec la partie cytoplasmique du récepteur et un domaine 
N-terminal qui est responsable de la formation d’une super-hélice permettant la formation 
d’un homo- et hétéro-trimère. De plus, les TRAFs comportent plusieurs motifs « zinc 
finger » et un motif « RING finger » qui représentent des sites de liaison permettant 
différentes interactions de type protéine-protéine ou protéine-ADN. Ces motifs structuraux 
sont important pour l’activation des voies de signalisation [111].  La caractérisation du rôle 
des TRAFs dans l’induction des différentes voies de signalisation est complexe parce que 
les différents membres de cette famille peuvent induire une seule voie de signalisation.  
      TRAF2, 3 et 6 peuvent se lier à CD40, alors que des études contradictoires sur les 
TRAF1 et TRAF5 empêchent de confirmer si cette protéine est capable de se fixer au CD40 
[112, 113]. Aussi, les sites de liaison du TRAF2 et 3 se superposent. Ainsi, des études 
effectuées chez des souris déficientes en TRAF2 ou TRAF6 ont démontré que les cellules B 
ont toujours la capacité de signaler par CD40 [90, 107]. D’autres études ont démontré que 
la liaison des TRAF2 et TRAF6 au domaine cytoplasmique de CD40 est très importante 
pour la signalisation intracellulaire [113].  
      Suite à l’engagement de CD40, les TRAFs vont se lier à sa queue cytoplasmique et, 
d’une façon générale, vont induire l’activation de p38 MAPK, de JNK et de NFɤB [90] 
(figure 4, p.28). Schonbeck et al. ont rapporté que TRAF2, 5 et 6 semblent jouer un rôle 
important dans l’activation de JNK et de NF-ɤB, et que TRAF3 est requis pour l’activation 
de p38 MAPK et de JNK [90]. D’autres équipes ont démontré que l’activation de NF-ɤB et 
de JNK dépend de l’activation des TRAF1, 2, 3 et 6 et que l’activation de p38 MAPK 
dépend plutôt de TRAF6. TRAF2 semble jouer un rôle dans la recombinaison isotypique, et 
semble être impliqué dans la production d’une protéine d’adhésion, l’ICAM-1 via le NF-ɤB 
[114]. De plus, une protéine intermédiaire RIP2 (Recptor-Interacting Protein 2) a été 
découverte. Cette protéine est une sérine/thréonine kinase qui est capable d’interagir avec 
TRAF1, 5 et 6. Une surexpression de cette protéine induit l’activation du NF-ɤB et la mort 
cellulaire [115]. 
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CD40 est aussi capable de se lier avec d’autres protéines adaptatrices de la famille JAK 
(janus tyrosine kinase) [88]. Cette famille est capable d’induire la phosphorylation des 
protéines STATs (signal transducer and activator of transcription). De plus, cette famille 
peut se lier directement à l’ADN ou activer des facteurs de transcription [116].  
CD40
Figure 4. La signalisation intracellulaire induite via CD40 
La stimulation de CD40, suite au recrutement des protéines adaptatrices TRAFs et Jak3, 
induit l’activation de multiples protéines kinases qui activent divers facteurs de 
transcriptions afin de mener à une réponse cellulaire (inspirée de Grammer AC. et Lipsky
PE. 2001). 
3.5  Le rôle de CD40 dans la réponse immunitaire    
      CD40 est exprimé à la surface des lymphocytes B au cours de leur développement et 
persiste tout au long de leur maturation. L’interaction du CD40 avec son ligand CD154 
exprimé à la surface des cellules T permet l’activation des cellules B. CD40 est un 
important régulateur de la réponse immunitaire. Son engagement induit la prolifération, la 
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différenciation des lymphocytes B et la production d’Ig (figure 5, p.30) [88]. Des études ont 
constaté que l’intensité et la durée de l’interaction CD40-CD40L est importante pour le 
développement lymphocytaire B: une forte interaction conduit à la prolifération des cellules 
B, alors qu’une faible interaction mène à leur survie et leur différenciation en plasmocytes. 
Ainsi, au niveau du centre germinatif, une stimulation des cellules B via CD40 induit leur 
survie, leur différenciation, la commutation de classe isotypique, en plus de la sélection et 
la maturation des cellules B mémoires [88]. L’engagement de CD40 induit aussi la 
production de cytokines (IL-6, IL-10, TNF-Į) et l’induction de l’expression des molécules 
d’adhésion, ICAM [88]. De plus, la stimulation de CD40 à la surface des cellules B 
augmente le niveau d’expression des molécules co-stimulatrices (CD23, B7.1/CD80, 
B7.2/CD86) et des molécules de CMH de classe I et II (figure 5, p.30). Les lymphocytes B 
exprimant CD40 sont aussi des cellules présentatrices d’antigène pour qui l’interaction 
CD40-CD40L sert de second signal suite à la reconnaissance CMH/antigène par le TCR. 
Ce signal joue un rôle important dans l’activation des cellules T et des cellules 
présentatrices d’antigène. 
      L’importance de cette interaction CD40-CD40L a été découverte in vivo grâce au 
syndrome d’hyper-IgM lié au chromosome X (HIGM). Cette immunodéficience est liée à 
des altérations génétiques touchant le gène codant pour le CD40L [117]. Cette maladie est 
caractérisée par une déficience de la réponse immunitaire à médiation cellulaire dépendante 
des cellules T, une incapacité de la production des Igs, de la commutation de classe par les 
cellules B, des défectuosités des centres germinaux de même une incapacité de former des 
cellules B mémoires [118, 119]. Ceci montre bien le rôle important de l’interaction CD40-
CD40L dans la régulation de la réponse immunitaire.
      En effet, plusieurs facteurs sont responsables de la réponse qui va entraîner l’interaction 
CD40-CD40L. Lorsque le BCR reconnaît un antigène, la liaison CD40-CD40L induit 
l’expression des gènes régulateurs de l’apoptose appartenant à la famille Bcl, permettant 
ainsi la survie cellulaire [120]. 
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Figure 5. L’activation des cellules B suite à l’interaction CD40-CD40L 
L’interaction entre CD40L, exprimé à la surface des cellules T activées, et CD40 induit 
l’activation des cellules B (d’après Grammer AC. et Lipsky PE. 2001). 
3.6  CD40: une cible thérapeutique dans de nombreuses maladies auto-immunes  
      CD40 a aussi montré son rôle dans des pathologies immunitaires diverses comme 
l’auto-immunité, le rejet de greffes et l’inflammation [88]. L’activation de la voie CD40-
CD40L conduit à la survie et à la prolifération des cellules impliquées dans la génération 
des pathologies immunitaires ou des cellules présentatrices d’antigène, mais aussi à la 
production d’auto-anticorps ou de cytokines pro-inflammatoires [88].  
L’immunothérapie destinée à traiter un patient pour une maladie auto-immune consiste 
à administrer une quantité thérapeutique efficace d’un anticorps antagoniste anti-CD40. 
L’activité antagoniste de l’anticorps anti-CD40 inhibe la stimulation de CD40 médiée par 
CD40L et inhibe donc la survie et les voies de signalisation des cellules exprimant le CD40 
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humain, bloquant ainsi la production des auto-anticorps. Le blocage de CD40 a eu un effet 
bénéfique dans plusieurs modèles immunologiques tels l’athérosclérose, l’arthrite, et les 
souris diabétiques non obèses (NOD) [121]. Par exemple, au cours de la PR, le CD40 est 
retrouvé exprimé en excès au niveau des synoviocytes, et semble jouer un rôle important 
dans cette maladie auto-immune [122]. 
De plus, le CD40 est présent sur la majorité des cellules B malignes et son activation 
entraîne la survie et la prolifération de ces cellules. Le ciblage de CD40 avec un anticorps 
monoclonal antagoniste, le lucatumumab a montré une efficacité importante lors du 
traitement des patients souffrants de lymphomes hodgkiniens et non hodgkiniens [123]. 
Le CD40 a montré son importance au cours de la génération de la SEP. L’EAE 
(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) est un modèle animal de la SEP. L’espoir 
dans ce domaine est un arrêt du processus de démyélinisation, et qui sous traitement anti-
CD40  a montré un effet bénéfique. Le CD40 est l’un des marqueurs d’activation les plus 
exprimés à la surface des cellules microgliales et macrophagiques au niveau des lésions de 
la SEP [124]. La voie de signalisation CD40-CD40L apparaît donc comme une cible 
thérapeutique intéressante pour le traitement de nombreuses maladies auto-immunes. 
Depuis quelques années, plusieurs études ont permis de mettre en évidence que le 
CD40, comme d’autres récepteurs de la famille TNFR, joue un rôle dans la mort cellulaire. 
En effet, ce récepteur est capable de maintenir l’homéostasie cellulaire et semble jouer un 
rôle dans la régulation entre le signal de survie et l’induction de la mort cellulaire.  
4. La mort cellulaire 
      L’équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire conduit à un développement 
harmonieux et à la survie des organismes pluricellulaires. La plupart des thérapies ciblées 
consistent en l’élimination des cellules impliquées dans la génération des maladies auto-
immunes par l’induction de la mort cellulaire, tout en épargnant les cellules saines.  
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4.1  Les différentes formes de mort cellulaire 
      Il existe quatre formes de mort cellulaire, chacune se définit par des changements 
morphologiques différents: la nécrose, l’apoptose, l’autophagie et la sénescence. 
L’apoptose et la nécrose sont deux formes majeures de mort cellulaire intervenant dans des 
contextes différents. Mais les stimuli peuvent être les mêmes induisant ainsi une mort 
cellulaire apoptotique ou nécrotique. Les molécules et les voies de signalisation impliquées 
peuvent aussi être les mêmes. La distinction reste surtout au niveau de la morphologie 
cellulaire.  
4.1.1 La nécrose 
     
      La nécrose est un processus de mort cellulaire accidentel qui correspond à un 
évènement passif non régulé. Elle est caractérisée par une inhibition de la production 
d’ATP (adénosine triphosphate) [125]. Ce processus résulte d’un gonflement des 
mitochondries puis à leur défaillance, suivi d’un gonflement de la cellule et d’un 
dysfonctionnement de la membrane plasmique et la rupture de celle-ci. L’éclatement de la 
membrane conduit à la libération des lysosomes, des protéases ainsi que des débris 
cellulaires dans le milieu [126]. Ce phénomène est accompagné d’une réponse 
inflammatoire due à l’activation des cellules spécialisées tels les macrophages.  
4.1.2 La mort cellulaire programmée: l’apoptose 
       L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus élaboré de l’homéostasie 
cellulaire qui assure le bon fonctionnement et le développement des organismes 
multicellulaires. Ce processus est hautement régulé et dépend de l’ATP [125]. Les signes 
morphologiques caractéristiques de l’apoptose comprennent la condensation de la 
chromatine le long de l’enveloppe nucléaire, la condensation du cytoplasme, la 
fragmentation nucléaire, la dégradation de l’ADN, un rétrécissement de la cellule, un 
bourgeonnement de la membrane cytoplasmique ainsi que la formation de corps 
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apoptotiques [127]. Ces corps apoptotiques, qui exposent des résidus phosphatidylsérines, 
seront ensuite reconnus et phagocytés par des macrophages ou des cellules avoisinantes 
sans déclencher de réaction inflammatoire. Ces critères morphologiques de l’apoptose 
apparaissent suite à des cascades complexes d’évènements biochimiques. Les signaux 
apoptotiques mènent la plupart de temps à l’activation d’une cascade de protéases appelés 
caspases ou « cysteinyl aspartate proteinases » dont leur rôle principal est d’exécuter la 
mort cellulaire programmée. Les caspases clivent spécifiquement leur substrat sur le côté 
carboxyle d’un résidu aspartate et propageant ainsi le signal de mort. Il existe 14 membres 
dans la famille des caspases, qui sont regroupées en deux catégories: les caspases 
initiatrices et les caspases effectrices [128]. Ces enzymes existent dans le cytoplasme sous 
forme inactive possédant un pro-domaine N-terminal de taille variable qui varie selon les 
catégories des caspases. Les caspases initiatrices (caspases -1,-2,-4,-5,-8,-9,-10,-12), sous la 
forme pro-caspase (inactive), possèdent un long pro-domaine N-terminal contenant des 
motifs d’interaction protéines-protéines DED « death effector domain » pour les caspases -
8 et -10, et CARD « caspase recruitment domain » pour les caspases -2 et -9. Les caspases 
effectrices possèdent un pro-domaine N-terminal plus court car elles ne possèdent pas de 
sites d’interaction entre protéines. Leur activation dépend de leur clivage par d’autres 
protéases, comme les caspases initiatrices et les cathepsines [128]. 
      Les mécanismes qui conduisent à l’activation des caspases sont divisés en deux voies 
distinctes: la voie des récepteurs de mort cellulaire ou voie extrinsèque, et la voie 
mitochondriale ou voie intrinsèque. En plus, deux autres voies sont en train d’être étudiées: 
la voie apoptotique indépendante des caspases et la voie de l’apoptose induite par un stress 
du réticulum endoplasmique.  
4.1.2.1  La voie des récepteurs de la mort cellulaire 
      La voie extrinsèque de la mort cellulaire est médiée par des récepteurs de la mort 
cellulaire appartenant à la famille du TNFR. Ces récepteurs possèdent un « death domain » 
(DD) de 80 acides aminés dans leur domaine cytoplasmique tels TNF-R1 (p55TNFR), FAS 
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(CD95), DR3 (TNF receptor associated apoptosis-mediating protein), DR4 (TNF-related 
apoptosis inducing ligand receptor 1) et autres. Fas et TNF-R1 sont les récepteurs de la 
mort les plus étudiés. Après fixation avec leurs ligands, ces récepteurs forment des homo-
trimères. Cette oligomérisation est suivie d’un recrutement des protéines adaptatrices  
cytoplasmiques FADD (Fas-Associated Death Domain) et/ou TRADD (TNF-R1 Receptor 
Associated Death Domain). Ces protéines adaptatrices vont recruter à leur tour des pro-
caspases initiatrices comme les pro-caspases 8 et 10. L’ensemble multiprotéique conduit à 
la formation d’un DISC (Death-Inducing Signaling Complex) qui conduit à l’activation 
auto-catalytique des caspases initiatrices [128]. Ainsi, suite à son auto-clivage, la caspase-8 
forme un tétramère qui va induire l’activation de la pro-caspase-3 en la clivant directement 
ou par l’intermédiaire de la mitochondrie. L’activation indirecte de la pro-caspase-3 
survient lorsque la caspase-8 induit le clivage de Bid. Le Bid tronqué (t-Bid), qui est 
maintenant actif, induit à son tour l’activation de Bak et Bax sur la membrane 
mitochondriale, ce qui permet la libération des protéines pro-apoptotiques dans le cytosol 
comme le cytochrome c, initiant ainsi la voie intrinsèque de l’apoptose [128]. La voie 
extrinsèque et la voie intrinsèque de l’apoptose ne sont pas indépendantes mais une 
communication croisée existe entre les deux voies, permettant ainsi l’amplification du 
signal apoptotique. 
La mort cellulaire induite par les récepteurs de la mort peut être régulée au niveau des 
pro-caspases et caspases initiatrices, comme les molécules FLIP (FLICE-Inhibitory 
Proteins) qui ont la capacité de rentrer en compétition avec les pro-caspases initiatrices et 
qui vont être recrutées à leur place au niveau du DISC, entraînant ainsi une absence d’auto-
activation des pro-caspases et l’arrêt de la propagation du signal en aval. De plus, l’activité 
des caspases activées peut être régulée par la famille des IAPs (Inhibitors of Apoptosis 
Proteins). Cette famille représente un point de contrôle qui va se lier et désactiver les 
caspases [128].  
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4.1.2.2  La voie mitochondriale  
      Dans la plupart des situations physiologiques, l’apoptose est initiée par la voie 
mitochondriale, la voie intrinsèque. La phase effectrice de cette voie comporte la 
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe conduisant à la libération de 
molécules pro-apoptotiques telles que le cytochrome c, les pro-caspases -2,-3 et -9, ainsi 
que l’AIF (Apoptosis Inducing Factor) localisé dans l’espace intermembranaire 
mitochondrial, et l’endonucléase G (figure 6, p.37). Cette perméabilisation membranaire 
dépend d’un stimulus externe ou interne de la mort cellulaire comme l’activation de la 
caspase-8 de la voie extrinsèque [128].  
Le cytochrome c va interagir avec Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1), une 
protéine adaptatrice, et la pro-caspase-9, formant ainsi, en présence d’ATP, un complexe 
multiprotéique appelé « l’apoptosome ». La pro-caspase-9 est ainsi clivée et sa forme active 
est libérée. Ensuite, la caspase-9 induit à son tour le clivage de la pro-caspase-3 (figure 6, 
p.37). La caspase-3, une caspase effectrice, induit la mort cellulaire programmée en clivant 
la majorité des substrats cellulaires. L’AIF et l’endonucléase G, qui sont libérées dans le 
cytosol, peuvent se lier au noyau indépendamment des caspases, initiant ainsi la phase de 
dégradation [126]. La sensibilité mitochondriale à l’apoptose peut être contrôlée par la 
famille des protéines pro- et anti-apoptoqiues Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma2). La 
famille Bcl-2 contient plus de trente membres qui sont divisés en trois sous-groupes. Le 
premier regroupe les protéines anti-apoptotiques tels Bcl-2 et Bcl-XL, qui sont caractérisées 
par la présence de plusieurs régions d’homologie BH1, BH2, BH3 ou BH4. Le second 
groupe regroupe les protéines pro-apoptoqiues comme Bax, Bak, Bcl-Rambo et Bok, qui 
possèdent des régions d’homologie BH1, BH2, et BH3, mais pas BH4. Le dernier sous-
groupe, nommé le groupe des protéines « BH3-only », est constitué d’un grand nombre de 
protéines comme Bad, Bid, Bik et autres. Ces protéines sont composées d’une seule région 
d’homologie BH3 [128]. La sous-famille « BH-3 only » contribue à l’activation des 
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak en favorisant leur oligomérisation, mais aussi bloque 
la sous-famille anti-apoptotique. Les Bcl-2 anti-apoptotiques peuvent bloquer la 
translocation des Bax/Bak vers la mitochondrie, empêchant ainsi la libération de facteurs 
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apoptotiques comme l’AIF et l’endonucléase G. Ces Bcl-2 anti-apoptotiques peuvent aussi 
agir sur différents niveaux de l’apoptose [128]. 
De plus, d’autres organelles sont impliquées dans la mort cellulaire programmée 
comme les lysosomes et le réticulum endoplasmique (figure 6, p.37). Les lysosomes sont 
des organites cellulaires qui participent à l’induction de la mort cellulaire. Des stimuli 
externes par le biais du BCR ou la famille du TNFR ou des stimuli internes par p53 ou 
camptothecin peuvent conduire à la formation des pores sur la membrane du lysosome, et 
c’est l’intensité de cette perméabilisation qui déterminerait le type de la mort cellulaire 
induite [129]. Une perméabilisation lysosomale généralisée induirait la nécrose, alors 
qu’une perméabilisation lysosomale partielle induirait l’apoptose. En effet, cette 
perméabilisation permet la libération des protéases dans le cytosol comme les cathepsines 
et les enzymes protéolytiques qui peuvent agir en amont, en aval ou indépendamment des 
voies de signalisation impliquant les caspases. Ainsi, la cathepsine D, une protéase de 
l’acide aspartique, et la cathepsine B, une protéase de la cystéine, sont impliquées dans 
toutes les formes de la mort cellulaire programmée dépendante ou indépendante des 
caspases. En particulier, les cathepsines activent les protéines pro-apoptotiques Bax et Bid, 
qui sont impliquées dans la perméabilisation de la membrane mitochondriale. L’inhibition 
des cathepsines peut protéger la cellule de la mort cellulaire programmée dépendante des 
lysosomes [127-129].   
De plus, le réticulum endoplasmique peut être impliqué dans la mort cellulaire suite à 
une accumulation des protéines repliées anormalement ou une sécrétion incontrôlée du 
calcium. Le stress induit dans le réticulum endoplasmique peut provoquer la formation de 
pores sur la mitochondrie. La sécrétion du calcium peut activer des protéases à cystéine et 
des calpaines qui induisent la mort cellulaire programmée [128] [126]. 
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Figure 6. L’implication des organelles dans l’induction de l’apoptose par la voie 
extrinsèque ou intrinsèque 
4.2 Le rôle de CD40 dans la mort cellulaire 
      On a souvent associé des rôles positifs au CD40 dans la prolifération, la survie et la 
différenciation cellulaire suite à la stimulation des cellules exprimant le CD40. Mais, depuis 
quelques années, plusieurs études ont mis en évidence le rôle de CD40 dans l’activation de 
la mort cellulaire alors que ce récepteur ne possède pas de domaine de mort dans sa partie 
cytoplasmique comme Fas, TNFR-1 et TRAIL [88]. Ceci permet de confirmer que CD40 
est un régulateur de l’homéostasie cellulaire. Suite à son engagement, il est capable 
d’induire soit les récepteurs de survie, soit les récepteurs de la mort cellulaire. Et la mort 
cellulaire peut intervenir à n’importe quel stade du développement de la cellule. Les 
premières études qui ont impliqué CD40 dans la mort cellulaire ont démontré que son 
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engagement à la surface des lymphomes B, in vivo et in vitro, induit l’inhibition de la 
prolifération cellulaire et l’arrêt du cycle cellulaire, en plus de l’éradication de ces cellules 
[130, 131]. D’autres auteurs ont démontré l’induction de l’apoptose des cellules de 
myélomes suite à la stimulation du CD40 [132]. Certaines études ont rapporté que la 
stimulation du CD40 induit la sensibilisation de la cellule aux récepteurs de la mort 
cellulaire comme Fas et TNFR-1, conduisant ainsi à la mort cellulaire [133, 134]. Léveillé 
et al. ont démontré que la mort cellulaire induite via CD40 est indépendante des caspases 
qui mènent au clivage de l’enzyme poly-(ADP-ribose) polymérase (PARP), et du TNFR et 
de Fas, mais semble dépendante de sérines et cystéines protéases [135]. Cette étude suggère 
que la stimulation de CD40 à la surface des lymphocytes B transformées à l’EBV induit la 
stimulation de la sphingomyélinase, l’hydrolyse de la sphingomyéline et la production de 
céramides, conduisant ainsi à une mort cellulaire. De plus, Léveillé et al. ont confirmé que 
CD40 n’a pas besoin de la synthèse de nouvelles protéines pour induire la mort cellulaire. 
En effet, la mort cellulaire induite via CD40 se fait de façon assez similaire à la mort 
cellulaire induite via le CMH de classe II [135]. Or, CD40 est exprimé à la surface des 
cellules malignes comme les lymphomes non-hodgkiniens, les leucémies lymphoblastiques 
et les carcinomes.  
Récemment, des études ont montré que la stimulation de CD40 a un effet anti-tumoral. 
En effet, le traitement de lymphomes de Burkitt avec un anticorps monoclonal anti-CD40 
ou un recombinant soluble du CD40L induit la mort cellulaire suite à une amplification de 
l’expression de Bax. Aussi, le CD40L recombinant soluble est capable d’induire l’apoptose 
dans les tumeurs colorectales [136], et il peut induire un arrêt de croissance du carcinome 
du sein [137]. De plus, l’induction de la mort cellulaire dans les tumeurs urothéliales via 
CD40 passe au niveau de l’activation de JNK et des caspases-3 et -9 [138]. D’autres études 
montrent que JNK ne joue pas un rôle dans la mort cellulaire induite via CD40 [139]. Par 
ailleurs, notre laboratoire a montré que l’induction de la mort cellulaire par CD40 est 
dépendante du recrutement de TRAF-6, induisant ainsi l’activation de la voie de JNK 
[140].
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4.3 Le rôle de CD20 dans la mort cellulaire 
     Tous les lymphocytes B exprimant CD20 sont impliqués dans la réponse proliférative et 
la différenciation. CD20 joue un rôle important au début du cycle de division cellulaire. De 
plus, CD20 a montré son importance dans l’induction de la mort cellulaire alors que cette 
protéine ne possède pas de domaine de mort. Grâce à son expression puissante et stable sur 
les cellules B normaux et néoplasiques, CD20 est considéré comme une structure cellulaire 
idéale pour les immunothérapies contre des pathologies malignes et non malignes des 
cellules B [25, 40, 141]. 
     Or, le RTX cible les lymphocytes B en reconnaissant CD20 par ses régions Fab et 
déclenche la mort par apoptose. Même si CD20 n’est pas un récepteur connecté aux 
caspases (voie extrinsèque de l’apoptose), le pontage des deux molécules antigéniques par 
les deux bras Fab d’un même anticorps IgG peut déclencher des signaux pro-apoptotiques. 
La multimérisation du CD20 par le RTX produirait un stress cellulaire de mécanisme non 
encore totalement élucidé, associant un déséquilibre membranaire, inhibition de la kinase 
Src, phosphorylation des phospholipases PLCγ1 et PLCγ2, en plus de l’élévation du 
calcium intracellulaire, aboutissant à l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose et 
bloquant l’expression de Bcl-2 [142]. D’autres études ont démontré que la stimulation du 
CD20 avec le RTX conduit à une multimérisation de Fas, menant ainsi à une sensibilisation 
des cellules de lymphomes B à une mort cellulaire dépendante du Fas qui active la caspase-
8 [74]. En plus, le RTX induit la translocation du CD20 et Fas vers les radeaux lipidiques 
où il y aura l’activation des voies de signalisation de l’apoptose dépendante de la caspase-8. 
D’autres études, publiées en 2009, ont démontré que la voie mitochondriale et l’activation 
de la caspase-9 sont essentielles pour induire l’apoptose médiée par le RTX [143]. Malgré 
la large utilisation du RTX dans le traitement de nombreuses maladies, les voies de 
signalisation de l’apoptose induite par CD20 sont encore mal comprises.  
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5. L’interaction entre CD20 et CD40 
5.1  L’association physique et fonctionnelle entre CD20 et CD40 
   
      L’engagement de CD40 et du CMH de classe II à la surface des lignées cellulaires B 
déclenche des signaux intracellulaires qui activent les récepteurs d’adhésion cellulaire,  
menant ainsi à une adhésion cellulaire dépendante ou indépendante du LFA-1 (Lymphocyte 
Function-associated Antigen-1) [135]. En effet, Léveillé et al. ont généré un anticorps 
monoclonal murin IgM, le mAb R21, qui est capable d’abolir complètement l’adhérence 
homotypique indépendante du LFA-1 induite par CD40 et le CMH de classe II à la surface 
d’une lignée cellulaire B humaine LFA-1 négative [144]. Mais cet anticorps n’a pas réussi à 
prévenir l’adhésion homotypique induite par CD40 et le CMH de classe II dans les cellules 
B Raji (LFA-1 positive), alors qu’il est capable d’induire l’adhésion homotypique 
dépendante du LFA-1 à la surface de ces cellules sans stimulation du CD40 et du CMH de 
classe II. Aussi, des analyses biochimiques ont permis de découvrir la cible de l’anticorps 
mAb R21, et c’est la molécule CD20 qui est mise en jeu [144]. Ceci permet de suggérer 
que le CD20 est fonctionnellement associé au CD40 et au CMH de classe II. En outre, cette 
étude a démontré, par la méthode de co-immunoprécipitation, que CD20 est physiquement 
associé à CD40 à la surface des lignées cellulaires B LFA-1 positives et LFA-1 négatives, 
telles que les cellules Raji, Ramos et RM3 [144]. Bien que ces deux molécules soient 
associées entre elles, la formation du complexe CD20-CD40 ne dépend pas de l’expression 
simultanée de ces deux molécules. Enfin, ces résultats indiquent que CD20 est 
probablement physiquement et fonctionnellement associé à CD40, ce qui pourrait avoir 
certains effets modulateurs sur leurs fonctions. 
5.2  L’induction de la prolifération des cellules B malignes suite à l’activation    
simultanée de CD20 et de CD40  
      L’activation de CD20, qui fonctionne comme un canal ionique membranaire, induit la 
progression du cycle cellulaire des cellules B de G0 à G1 suite à un flux calcique 
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intracellulaire [9]. Alors que certains anticorps sont capables de bloquer la progression du 
cycle cellulaire. En plus, l’activation de CD40 favorise la transition des cellules B de la 
phase G1 à la phase S. CD40 peut également agir de manière synergique en combinaison 
avec l’IL-4 (lymphocytes B) ou IL-3/IL-7 (précurseurs des cellules B) [145]. Ainsi, Smiers 
et al. ont étudié la réponse proliférative de cellules B malignes exprimant CD20 et CD40, 
provenant de patients atteints de leucémie aigue lymphoblastique, et ils ont montré que 
l’activation de CD20 avec l’anticorps IF5, et l’activation de CD40 avec l’anticorps 14G7, 
induisent la synthèse de l’ADN cellulaire, conduisant à la prolifération des cellules B 
malignes [145]. Cette réponse proliférative, suite à une activation simultanée de CD20 et de 
CD40, est indépendante des molécules co-stimulatrices telles que l’IL-3, l’IL-4 ou l’IL-7, et 
l’utilisation d’autres facteurs de croissance n’a pas un effet synergique sur cette réponse.  
5.3  Une diminution de l’expression de CD20 suite à une stimulation de CD40 à la 
surface des cellules B 
  
      CD20 joue un rôle important dans l’activation et la prolifération des cellules B, en 
fonctionnant comme un canal calcique ou en interagissant avec d’autres molécules de 
surface. Selon Léveillé et al., CD20 peut exister en complexe protéique avec CD40 [144]. 
De plus, Anolik et al. ont constaté que la stimulation de CD40 à la surface des lymphocytes 
B normaux provoque une diminution de l’expression de CD20 dépendante du temps et de 
CD40L, et cette diminution commence après 15 min d’incubation des cellules B avec des 
fibroblastes transfectées avec CD40L [146]. La microscopie confocale immuno-
fluorescente indique que CD20 et CD40 sont colocalisés vers les radeaux lipidiques et sont 
ensuite internalisés ensemble dans des vésicules cytoplasmiques suite à l’activation de 
CD40. La diminution de l’expression du CD20 à la surface des cellules B favorise la 
régulation de la signalisation calcique [146]. Ceci suggère que l’internalisation de CD20 
suite à la stimulation de CD40 peut jouer un rôle régulateur durant l’activation, la 
prolifération et la différenciation des cellules B. Enfin, CD40 peut réguler la signalisation 
induite par CD20. 
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5.4  L’effet du RTX sur CD40 
      La liaison du RTX au CD20 conduit à une modification du répertoire des cellules B. 
Une étude préliminaire de patients atteints du LED montre qu’après un traitement avec le 
RTX, une disparition de la signalisation des lymphocytes B est observée, en particulier de 
la voie CD40-CD40L.  
Le LED est une maladie auto-immune caractérisée par la génération de lymphocytes T 
auto-réactifs et par l’activation des lymphocytes B polyclonaux produisant des anticorps 
auto-réactifs. Tokunaga M. et al. ont étudié la réponse lymphocytaire chez les patients 
atteints du LED suite à un traitement avec le RTX [147]. Selon cette étude, cinq patients 
n’ont pas répondu à ce traitement et leurs études cliniques et les données du laboratoire ont 
été évaluées, y compris l’analyse phénotypique des cellules B. Le traitement avec le RTX a 
montré chez ces patients une amélioration rapide dans les manifestations cliniques comme 
les troubles sensoriels, les crises hémolytiques, le fonctionnement cardiaque et autres. Cette 
manifestation clinique a duré 6-7 mois après le traitement [147]. Une analyse 
lymphocytaire par cytométrie en flux montre une diminution du niveau d’expression du 
CD40 et CD80 à la surface des cellules B CD19-positives après 7 mois de traitement [147]. 
Cette étude fournit une preuve suffisante de l’efficacité et la tolérance du traitement par le 
RTX qui a induit une diminution du nombre des cellules B et du taux d’IgG, mais aussi une 
diminution du niveau d’expression des molécules co-stimulatrices CD40 et CD80, ce qui 
suggère une perturbation de l’activation des cellules T. Donc, le RTX induit non seulement 
une réduction de la quantité des cellules B mais aussi une réduction de la qualité et de 
l’activité de ces cellules.  
Certaines études effectuées chez des patients atteints de lymphome non-hodgkinien ont 
constaté que la repopulation des cellules B après 6 mois de traitement avec le RTX provient 
des cellules B naïves, mais ces cellules B présentent une faible capacité à exprimer les 
molécules co-stimulatrices CD40 et CD80, ce qui conduit à une hypogammaglobulinémie 
[148]. D’autres études ont montré que l’expression de CD40L sur les lymphocytes T CD4+ 
était diminuée suite à un traitement avec le RTX. 
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Récemment, Jak M. et al. ont démontré que les cellules provenant des patients atteints 
de la leucémie lymphoïde chronique (LLC) stimulées in vitro via CD40 sont résistantes à 
certains médicaments cytotoxiques, à l’exception du RTX [149]. Cette étude montre bien 
que le RTX sensibilise ces cellules à la mort suite à une stimulation via CD40, et que cette 
sensibilité est spécifique par un traitement anti-CD20. La mort cellulaire induite par le RTX 
des cellules LLC stimulées via CD40 présente une cinétique rapide (quelques heures) et 
elle est indépendante des caspases et de la p53, mais dépend du niveau de calcium 
extracellulaire et de la production du ROS (reactive oxygen species) [149].
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Hypothèse et objectifs de travail 
      L’arrivée d’une nouvelle immunothérapie, le RTX, promet un traitement efficace des 
maladies auto-immunes. En se liant au CD20 avec une haute affinité, le RTX induit une 
déplétion profonde en lymphocytes B. C’est le succès clinique du RTX qui nous a conduits 
à s’intéresser à la fonction de CD20. En effet, le CD20 a montré son importance dans la 
mort cellulaire B alors qu’il ne possède pas de domaine de mort. De plus, il a été déjà 
montré que CD20 est probablement associé physiquement et fonctionnellement à CD40, ce 
qui pourrait avoir certains effets modulateurs sur leurs fonctions. Il faut ajouter aussi que  
CD40 a montré son rôle dans la mort cellulaire. De plus, il a été démontré que la 
stimulation de CD40 à la surface des lymphocytes B normaux provoque une diminution de 
l’expression de CD20. Et la stimulation de CD40 sensibilise les cellules tumorales à une 
mort cellulaire médiée par le RTX. En se basant sur ces nombreuses observations, nous 
avons émis comme hypothèse que l’association de CD40 avec CD20 pourrait jouer un rôle 
important dans la mort cellulaire induite par le RTX via CD20. Pour vérifier notre 
hypothèse, nous avons proposé les objectifs suivants: 
1)  Étudier l’effet du RTX sur la mort cellulaire dans différents types cellulaires, 
ainsi que l’influence du niveau d’expression de CD20 sur l’induction de la mort 
cellulaire. 
2)  Evaluer l’implication de l’association de CD20 avec CD40 dans la mort 
cellulaire induite par le RTX. 
3)  Etudier le rôle du domaine cytoplasmique de CD40 dans la mort cellulaire 
induite via CD20 ainsi que dans l’association CD20/CD40. 
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4) Démontrer le rôle de l’association CD20/CD40 dans la mort cellulaire induite via  
CD40. 
                                                                       
    
                             
                      
                      Chapitre 2  
                        Matériels et méthodes  
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Lignées cellulaires 
Les lymphomes de Burkitt, Ramos et Bjab, tous les deux étant des lignées cellulaires EBV 
négatives, et les cellules HEK 293 (Human Embryonic Kidney) ont été obtenus d’American 
Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA). Les cellules ont été maintenues en 
culture dans du RPMI 1640 ou du DMEM supplémentés avec 5% du Fetal Bovine Serum 
(FBS) (Wisent, St-Bruno, QC) et avec 1% de pénicilline (P), L-glutamine (G) et 
streptomycine (S)  de GIBCO (Burlington, ON).  
Anticorps et Réactifs 
Les hybridomes G28.5 (un anticorps monoclonal de souris  IgG1 qui reconnaît le CD40), le 
IF5 (anticorps monoclonal de souris IgG2a qui reconnaît le CD20), le L243 (un anticorps 
de souris IgG2a qui reconnaît l’épitope conformationnel du HLA-DR), le DA6.147 (un 
anticorps de souris IgG1 qui reconnaît la queue C-terminale intracellulaire de la chaîne Į du 
HLA-DR), ont été obtenus de l’ATCC (Manassas, VA). Les anticorps produits par ces 
hybridomes ont été purifiés du surnageant sur colonne de protéine G sépharose (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON). Le RTX (un anticorps monoclonal chimérique IgG1 qui reconnaît 
le CD20 humain) provient de Roche (Mississauga, ON). L’IgG humaine (hIgG), le 
fragment F(ab’)2 de l’anticoprs chèvre anti-humain IgG (GAH), spécifique pour le 
fragment Fcγ, proviennent du laboratoire Jackson Immunoresearch (West Grove, PA, 
USA). Les billes magnétiques (Dynabeads protein G) pour l’immunoprécipitation, IgG-
Alexa 488 (chèvre anti-souris Alexa Fluor 488) et l’iodure de propidium (PI) proviennent 
de la compagnie Invitrogen Life Technology (Burlington, ON). 
Plasmides et transfections  
Les cellules HEK 293 ont été transfectées avec un plasmide d’expression BCMGS codant 
pour le CD20 humain. Différents clones des cellules HEK 293 hCD20 ont été générés 
(HEK 293 hCD20 C-1, HEK 293 hCD20 C-2, HEK 293 hCD20 C-3, HEK 293 hCD20 C-
4). En plus, les cellules HEK 293 ont été transfectées avec un plasmide d’expression 
pcDNA3.1 codant pour le CD40 sauvage (CD40-WT) ou le CD40 dont la queue 
cytoplasmique a été tronquée (CD40ǻcyto). Des doubles transfectants ont été générés, des 
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cellules HEK 293 ont été transfectées avec le plasmide BCMGS codant pour le CD20 
humain et le plasmide pcDNA3.1 codant pour le CD40-WT (HEK 293 hCD20/CD40-WT), 
de même des cellules HEK 293 hCD20/CD40ǻcyto ont été générées. Par ailleurs, les 
cellules HEK 293 transfectées avec les vecteurs, pcDNA3.1 vide ou BCMGS vide ont été 
utilisées comme contrôles négatifs, en plus les cellules HEK 293 transfectées avec le 
BCMGS hCD20 et le pcDNA3.1 vide (HEK 293 hCD20/pcDNA3.1), et les cellules HEK 
293 transfectées avec le pcDNA3.1 hCD40 WT et le BCMGS vide (HEK 293 
hCD40/BCMGS) ont été utilisées comme contrôle négatif pour les cellules doubles 
transfectantes. La transfection a été réalisée par précipitation de phosphate de calcium. Les 
cellules transfectées avec le plasmide pcDNA3.1 ont été sélectionnées avec de 
l’hygromycine (800 ȝg/ml) et les cellules transfectées avec le plasmide BCMGS ont été 
sélectionnées avec de la néomycine ou G418 (2400 ȝg/ml) pour générer des cellules 
stables. L’hygromycine et la néomycine ont été obtenus de la compagnie Wisent (Montréal, 
QC).
Quantification de l’expression de CD40 et de CD20 par cytométrie en flux 
Pour quantifier l’expression de CD40 ou de CD20 à la surface des cellules, les cellules ont 
été incubées avec les anticorps monoclonaux de souris G28.5 ou IF5 (1 μg/100 μL) pendant 
30 min dans la glace, et ensuite, elles ont été lavées avec du PBS froid puis incubées 30 min 
avec l’anticorps anti-IgG de souris conjugué avec l’Alexa-488 (IgG-Alexa 488). Les 
cellules vivantes ont été isolées et analysées par FACS LSR-II (BD Biosciences, 
Mississauga, ON) et le programme Cell Quest (BD Biosciences). Les anticorps DA6.147 et 
le L243 ont été utilisés comme isotype contrôle pour le G28.5 et l’IF5 respectivement. 
Induction de la mort cellulaire via CD20 et/ou CD40
Les cellules B en suspension, Ramos et Bjab, ont été distribuées dans des plaques de 96 
puits à fond arrondi pour une concentration finale de 1∗106 cellules/ml (100 μl par puits). 
Ensuite, les 105 cellules/puits ont été incubées avec 100 μl de l’anticorps monoclonal 
chimérique anti-CD20 (RTX avec 10 μg/ml), ou de l’anticorps humain IgG (hIgG avec 10 
μg/ml) comme contrôle négatif pour le RTX pendant 16 heures. Pour la réticulation des 
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anticorps avec le GAH, 5*106 de cellules B /ml ont été prétraitées avec 10 μg/ml du RTX 
ou du hIgG pendant 30 min à 37˚C, ensuite les cellules B sont lavées et distribuées dans 
une plaque de 96 puits pour une concentration finale de 1*106 cellules/ml, puis incubées 
pour 16 heures avec du milieu ou avec 10 μg/ml de GAH.  
Les cellules HEK 293 exprimant les différentes molécules ont été mises en culture à 105
cellules dans 100 μl dans du DMEM (5%  FBS) par puits dans une plaque de 96 puits à 
fond plat et ensuite traitées avec les différents anticorps (incubées selon les concentrations 
et le temps indiqués) dans un volume total de 200 μl à 37˚C.  
Blocage du site Fc et induction de la mort cellulaire via CD20 
Les cellules Bjab et les cellules HEK 293 hCD20 (1*106 cellules/ml distribuées dans des 
plaques de 96 puits, 100 μl par puits) ont été prétraitées avec le hIgG pendant 30 min à 
37˚C selon les concentrations indiquées afin de bloquer les sites Fc exprimés à la surface de 
ces cellules. Ensuite, les cellules sont incubées avec le RTX (10 μg/ml du RTX pour les 
cellules Bjab et 0.4 μg/ml du RTX pour les cellules 293 hCD20) ou du milieu pour 16 
heures. 
Quantification de la mort cellulaire 
La mort cellulaire a été évaluée par l’absorption de l’iodure de propidium (PI). Après 
l’incubation des cellules avec les différents anticorps, les cellules B humaines en 
suspension ont été transférées dans des tubes pour FACS (titertubes), et ensuite marquées 
avec du PI à une concentration finale de 1 μg/ml (100 μl pour chaque tube) pendant 10 min 
sur la glace à l’obscurité. Les cellules adhérentes HEK 293 exprimant les différentes 
protéines, après l’incubation avec les différents anticorps, sont lavées délicatement avec du 
PBS et détachées avec la trypsine (0.05 %) pendant 5 min à 37˚C, puis diluées dans du PBS 
dans un volume de 200 μl et transférées dans des tubes pour FACS, ensuite  les tubes ont 
été centrifugés à 1300 rpm pendant 3 min afin d’ajouter 200 μl du PBS/PI (1 μg/ml) sur le 
culot. La mort cellulaire a été quantifiée et analysée par cytométrie en flux. Le seuil de 
signification statistique, valeur p, est calculé par le logiciel GraphPad Prism. 
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Immunoprécipitation 
L’immunoprécipitation des protéines CD20, CD40 et CD40ǻcyto est effectuée à l’aide de 
microbilles magnétiques couplées à la protéine G (Dynabeads protein G, Invitrogen, 
Burlington, ON). Les cellules B ou les cellules HEK 293 exprimant les différentes 
molécules (5*106 de cellules/ml) ont été lysées à l’aide du CHAPS buffer constitué du 
CHAPS 1%, d’un tampon TNE (10 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5mM EDTA), et 
d’inhibiteurs de protéases, pendant 1 heure sur glace. Ensuite, le lysat de chaque échantillon 
est centrifugé à 10 000 rpm pendant 15 min à 4°C et incubé toute la nuit dans la chambre 
froide avec rotation avec 50 μl de billes-protéine G, associées avec 10 μg d’anticorps 
(G28.5 ou RTX). Les protéines retenues sur les billes sont isolées sur micro-colonne avec 
un champ magnétique. Les tubes de 1.5 ml sont placés sur le séparateur magnétique et 
rincés quatre fois avec 200μl de tampon de lyse. Après lavage, les protéines associées aux 
billes sont resuspendues avec 40 μl de tampon de lyse auquel on a rajouté 10 μl 5X SDS-β
mercaptoethanol, puis chauffées pendant 5 minutes à 95°C. Ensuite, les protéines ont été 
séparées par éléctrophorèse sur gel d’acrylamide de 10% puis transférées sur des 
membranes de polyvinylidene difluoride (PVDF). Par la suite, les membranes sont incubées 
avec une solution de 5% de lait dans du TBS, 0.05% Tween 20 (TBS-T) pendant 30 min à 
température ambiante. Ensuite, les membranes ont été incubées avec le H120 (anti-CD40 
de lapin, 1/1000) ou avec l’anticorps GST-77 (anti-CD20 qui reconnaît la partie 
cytoplasmique du CD20 1/20 000) pendant 16 heures à 4˚C. Après un lavage extensif avec 
le TBS-T, les membranes ont été incubées avec un anticorps anti-IgG1 de lapin conjugué à 
la peroxidase de raifort (GAR-HRP, 1/30 000) pendant 1 heure à température ambiante. 
Enfin, les membranes ont été révélées par chimioluminescence ECL plus (GE Healthcare 
Biosciences, Baie-D’Urfe, QC).  
                                                                       
                             
                             Chapitre 3 
                                 Résultats 
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3.1  La mort cellulaire induite par CD20 dépend du type cellulaire 
           
       Le RTX est un anticorps monoclonal chimérique dirigé spécifiquement contre le CD20 
humain. Cet anticorps induit la mort cellulaire programmée ou agit en activant, grâce à sa 
partie Fc, les cellules effectrices ou la cascade du complément. En effet, plusieurs études se 
sont intéressées à la mort cellulaire programmée déclenchée par le RTX des cellules de 
lignées lymphocytaires B humaines [36, 150-152]. Des études in vitro portent à croire que 
le RTX sensibilise les lignées de lymphomes B humaines pharmaco-résistantes aux effets 
cytotoxiques de quelques agents chimiothérapeutiques [153]. Toutefois, son efficacité varie 
en fonction du degré de maturité et de la localisation des cellules B, de la densité en CD20, 
de la nature des cellules effectrices, de données pharmacocinétiques, et du temps nécessaire 
aux lymphocytes B pour se reconstituer [154]. 
       Des lignées cellulaires exprimant le CD20 humain d’une façon constitutive, Ramos et 
Bjab, ont été utilisées dans notre étude pour analyser la mort cellulaire induite par le RTX. 
En effet, les lignées cellulaires Ramos et Bjab sont des modèles de lymphocytes B humains 
EBV négatifs. Les cellules Bjab sont matures alors que les cellules Ramos sont immatures. 
Par conséquent, nous avons étudié la mort induite par le RTX via CD20 chez les cellules 
Ramos et Bjab.  
       La figure 1A (p.60) représente le niveau d’expression de CD20 et de CD40 humain à la 
surface des cellules Ramos et Bjab. Ces cellules présentent le même niveau d’expression de 
CD20 et de CD40. En analysant la mort des cellules Ramos et Bjab induite via CD20 
(figure 1B, p.60), nous avons observé que le RTX est incapable d’induire la mort cellulaire 
au niveau des cellules Ramos, même allant jusqu’à 10 μg/ml (une expérience de dose 
réponse a montré que 10 μg/ml est la concentration optimale du RTX qu’on peut utiliser 
pour ces lignées cellulaires). Alors qu’il est capable d’induire la mort des cellules Bjab en 
atteignant 37% de mort cellulaire avec une concentration de 5 μg/ml de RTX et même 40% 
avec 10 μg/ml de cet anticorps. Nous avons utilisé l’anticorps IgG humain (hIgG) comme 
contrôle négatif du RTX (figure 1B, p.60). La mort induite par les cellules Bjab est 
statistiquement significative (p<0.0001). Le pourcentage de la mort cellulaire représente le 
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pourcentage des cellules qui ont absorbé le PI analysé par cytométrie en flux (des résultats 
similaires sont obtenus avec l’annexin V).  
      Les cellules Ramos sont insensibles au RTX sauf si cet anticorps est réticulé avec un 
anticorps secondaire, le fragment F(ab’)2 de l’anticorps chèvre anti-IgG humain (GAH) 
[74, 155]. La figure 2 (p.61) montre que lorsque les cellules Ramos sont prétraitées avec le 
RTX ensuite lavées et incubées avec le GAH (RTX+GAH), la mort cellulaire augmente à 
~37% alors que les cellules Bjab ne présente pas une augmentation de la mort cellulaire 
suite à la réticulation du RTX. Cette augmentation de la mort présentée par les cellules 
Ramos est statistiquement significative par rapport à la mort induite par le hIgG+GAH. Ces 
résultats suggèrent que la mort cellulaire induite par le RTX via CD20 dépend des lignées 
cellulaires utilisées et de leur maturité, et que la réticulation du RTX sensibilise les cellules 
immatures à la mort cellulaire via CD20. Cependant, il aurait fallu faire une dose-réponse 
en utilisant des concentrations plus faibles d’anticorps pour confirmer nos résultats. 
3.2 L’étude de la mort cellulaire induite via CD20 par le RTX
        
      De nombreuses études se sont intéressées à la variabilité dans la réponse au RTX, et ont 
montré qu’elle pouvait être expliquée par la variabilité pharmacocinétique [44, 60, 156]. 
L’évolution des profils pharmacocinétiques du RTX est dépendante de la relation 
concentration-durée du traitement-effet du RTX. En plus, il existe un lien important entre le 
niveau d’expression de CD20 et l’efficacité du RTX à induire la mort cellulaire [157]. 
      Dans notre étude, nous avons utilisé des cellules HEK 293 transfectées avec le plasmide 
BCMGS hCD20 dans le but de développer des cellules exprimant le CD20 humain à leur 
surface qui nous permettent d’étudier la mort cellulaire induite par le RTX. La figure 3A 
(p.62) représente la moyenne d’intensité de fluorescence émise par les cellules  HEK 293 
exprimant d’une façon stable le CD20 humain. La figure 3B (p.62) représente la cinétique 
de la réponse au RTX des cellules HEK 293 exprimant le CD20 humain (HEK 293 
hCD20). Ces cellules ont été incubées avec différentes concentrations du RTX et différents 
temps d’incubations en utilisant comme contrôle négatif le hIgG. On remarque que la mort 
cellulaire induite via CD20 est dépendante de la concentration du RTX qui commence à 
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induire une réponse à 0.1 μg/ml et cette réponse augmente jusqu’à atteindre 33% de mort 
avec une concentration de 1 μg/ml après 4 heures d’incubation. En plus, après 16 heures 
d’incubation des cellules HEK 293 hCD20 avec 1 μg/ml du RTX, la mort cellulaire peut 
atteindre 52%. Ceci nous permet de constater que cette mort est aussi dépendante du temps 
d’incubation des cellules avec le RTX. La mort cellulaire induite par le RTX après 16 
heures d’incubation est statistiquement significative par rapport à la mort induite après 6 
heures. En effet, nous avons augmenté la concentration de l’anti-CD20 pour pouvoir 
atteindre le plateau ou connaître la concentration maximale la plus idéale de RTX qu’on 
peut utiliser dans notre étude (figure 3C p.62). Et nous avons observé que la réponse de la 
mort cellulaire atteint son maximum avec une concentration de 0.8 μg/ml de RTX et 16 
heures d’incubation. Donc, la mort cellulaire induite via CD20 par le RTX dépend de la 
concentration de l’anticorps et du temps d’incubation. 
        En plus, pour étudier l’influence du niveau d’expression du CD20 sur la mort 
cellulaire induite par le RTX, nous avons généré des cellules HEK 293 exprimant différents 
niveau d’expression du CD20 humain. La figure 4A (p.63) représente le niveau 
d’expression du CD20 exprimé à la surface des différents clones des cellules HEK 293 
hCD20 (C1, C2, C3 et C4) et des cellules HEK 293 stablement transfectées avec le 
plasmide BCMGS vide (HEK 293 Vector). Ces différents clones ont été incubés avec 0.8 
μg/ml de RTX ou de hIgG pendant 16 heures. La figure 4B (p.63) montre que le 
pourcentage de mort cellulaire induite par le RTX augmente avec le niveau d’expression du 
CD20. Le RTX est capable d’induire 63% de mort du clone HEK 293 hCD20-C4 qui 
présente un fort niveau d’expression de CD20. La mort induite par les clones HEK 293 
hCD20-C2, -C3 et -C4 est statistiquement significative en utilisant le hIgG comme contrôle 
négatif. Par conséquent, la mort cellulaire induite par le RTX dépend aussi du niveau 
d’expression du CD20. 
Le fragment Fc du RTX peut induire des mécanismes immunitaires qui entraînent la 
lyse cellulaire. Ce fragment peut être capté par le récepteur pour le Fc des IgGs à la surface 
des cellules exprimant le Fc-R (Fc-receptor). Et comme les cellules HEK 293 et les cellules 
Bjab expriment le Fc-R, nous avons étudié si la mort cellulaire induite via CD20 est 
dépendante du site Fc du RTX. Les cellules HEK 293 hCD20 et les cellules Bjab ont été 
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prétraitées avec différentes concentrations de l’anticorps humain IgG (hIgG) pour 30 min 
afin de bloquer le site Fc-R exprimé à la surface de ces cellules, ensuite les cellules sont 
lavées et incubées avec le RTX (0.8 μg/ml pour les cellules 293 hCD20 et 10 μg/ml pour 
les cellules Bjab) pour 16 heures. La figure 5 (p.64) montre que la mort cellulaire induite 
par le RTX n’est pas influencée par le blocage du Fc-R. Ce résultat montre que le RTX est 
capable d’induire la mort cellulaire indépendamment du site Fc. 
3.3 L’efficacité de la mort cellulaire induite via CD20 est augmentée suite à        
l’expression de CD40 à la surface des cellules 
           
      De nombreuses études ont montré que CD20 est probablement associé physiquement et 
fonctionnellement à CD40. Certaines études ont montré que l’anti-CD20 est capable 
d’inhiber l’adhérence homotypique qui est induite par CD40 [144], et d’autres études ont 
montré que l’activation simultanée de CD20 et CD40 induit la prolifération des cellules B 
malignes [145], et que la stimulation via CD40 provoque une diminution de l’expression du 
CD20 à la surface des cellules B normales [146]. En plus, une étude récente a montré que la 
stimulation via CD40 des cellules de leucémie lymphoïde chronique (LLC) sensibilise ces 
cellules à la mort induite par le RTX [149]. Par conséquent, nous voulions déterminer 
l’importance de l’expression de CD20 et de CD40 à la surface des cellules dans la mort 
cellulaire et étudier l’efficacité du RTX à induire la mort des cellules exprimant les deux 
molécules en les comparants à des cellules exprimant seulement CD20.  
      La figure 6A (p.65) présente le niveau d’expression du CD20 humain et/ou du CD40 
WT à la surface des cellules HEK 293 hCD20/CD40 WT, des cellules HEK 293 
hCD40WT, des cellules HEK 293 hCD20/pc DNA3.1 et des cellules HEK 293 BCMGS. 
Ces différentes cellules ont été stimulées avec différentes concentrations du RTX pendant 
16 heures (figure 6B, p.65). L’analyse de la mort cellulaire montre que les cellules HEK 
293 hCD20 atteignent 48.9% de mort cellulaire à une concentration de 0.8 ug/ml du RTX, 
alors que les cellules HEK 293 hCD20/CD40WT, stimulées via CD20, présentent un 
pourcentage de mort cellulaire plus important qui augmente avec la concentration de RTX, 
atteignant 63.7% de mort cellulaire à une concentration de 0.8 ug/ml de RTX. Ainsi, les 
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cellules HEK 293 hCD20/pc DNA3.1 vide ont été utilisées comme contrôle des cellules 
doubles transfectées pour savoir si cette augmentation de la mort cellulaire est due à la 
présence d’un autre plasmide à cause duquel les cellules deviennent plus sensibles, ou bien 
si elle est due à la présence spécifique du CD40 à leur surface. En plus, les cellules HEK 
BCMGS vides et les cellules HEK 293 hCD40WT ont été utilisées comme contrôles 
négatifs. En comparant la mort induite par le RTX des cellules HEK 293 hCD20/CD40 WT 
et des cellules HEK 293 hCD20, nous avons constaté que l’augmentation de la mort des 
cellules exprimant les deux molécules est statistiquement significative, même avec une 
concentration de 0.2 μg/ml de RTX. Ce résultat suggère que l’expression du CD40 à la 
surface des cellules augmente l’efficacité du RTX à induire la mort cellulaire via CD20, et 
que cette augmentation de la réponse est dépendante de la concentration du RTX. Pour 
confirmer nos résultats, il aurait fallu transfecter les clones 293hCD20-C1 et -C2, 
présentant un faible niveau d’expression de CD20, avec CD40 et ensuite étudier l’effet du 
RTX sur ces cellules.  
      CD20 peut exister en complexe protéique avec CD40 [144, 146] et CD40 peut réguler 
la signalisation induite par CD20 [146]. En plus, dans notre étude, nous avons montré que 
la présence de CD40 à la surface des cellules exprimant le CD20 augmente l’efficacité de la 
mort cellulaire induite par le RTX. Par conséquent, nous voulions confirmer l’association 
de CD20 avec CD40. 
      L’existence de l’association CD20-CD40 a été démontrée à l’aide de la co-
immunoprécipitation effectuée à l’aide des billes magnétiques couplées à la protéine G. Les 
lysats des cellules HEK 293 hCD20 et des cellules HEK 293 hCD20/CD40 WT ont été 
immunoprécipitées sur des billes magnétiques d’IgG associées avec le G28.5 ou avec le 
RTX, ensuite la co-précipitation des protéines CD20 et CD40 a été examinée par Western 
blot, et l’immunodétection a été réalisée par un anti-CD40, le H120 ou par un anti-CD20, le 
GST-77. La figure 7 (A et B, à gauche, p.66) montre que le CD20 (25-37 KDa) des cellules 
HEK 293 hCD20/CD40 est immunoprécipité avec le G28.5 et que le CD40 (37-50 KDa) 
est immunoprécipité avec le RTX. Pour confirmer nos résultats, nous avons mélangé les 
lysats des cellules HEK 293 hCD20 et des cellules HEK 293 hCD40WT, ensuite on a 
étudié l’association par co-immunoprécipitation avec des billes magnétiques d’IgG (figure 
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7 A et B à droite, p.66). Nous avons utilisé le DA.6 et le hIgG comme contrôle négatif du 
G28.5 et du RTX, respectivement. Ce résultat montre que le CD20 n’est pas 
immunoprécipité avec le G28.5 et que le CD40 n’est pas immunoprécipité avec le RTX (les 
protéines non immunoprécipitées sont présentées dans le surnageant des lysats des cellules 
HEK 293 hCD20 et des cellules HEK 293 hCD40WT). Ceci indique que le CD20 et le 
CD40 ne s’associent pas d’une façon aléatoire. Tous ces résultats confirment bien que le 
CD20 et le CD40 sont associées à la surface des cellules exprimant ces deux molécules. 
3.4  La région cytoplasmique joue un rôle important dans la mort cellulaire induite 
via CD20 
          
       Nos études antérieures ont montré que l’engagement du CD40 est capable d’induire la 
mort cellulaire, et que son domaine cytoplasmique est important dans l’activation de la 
mort [140]. Notre laboratoire a montré que la stimulation des cellules exprimant le CD40 
tronqué (CD40 ǻcyto), où la totalité de la partie cytoplasmique a été enlevée, avec un anti-
CD40 n’induit pas la mort cellulaire [140]. Pour démontrer l’importance de ce domaine 
cytoplasmique dans la mort cellulaire induite via CD20, nous avons généré des cellules 
HEK 293 exprimant du CD20 humain et le CD40 tronqué (HEK 293 hCD20/CD40 ǻcyto). 
La figure 8A (p. 67) présente le niveau d’expression du CD20 et du CD40 ǻcyto exprimé à 
la surface des cellules HEK 293 hCD20/CD40 ǻcyto. Pour révéler l’influence de 
l’expression du CD40 ǻcyto sur la mort cellulaire via CD20, nous avons stimulé ces 
cellules avec différentes concentrations de RTX pour 16 heures, en utilisant comme 
contrôle les cellules HEK 293 hCD20/pcDNA3.1 et les cellules HEK 293 hCD20/CD40 
WT (figure 8B p.67). Les cellules HEK hCD20/CD40 ǻcyto, stimulées via CD20 avec 
différentes concentrations de RTX, présentent un pourcentage de mort cellulaire 
comparable à celui obtenu avec les cellules HEK 293 hCD20 et les cellules HEK 293 
hCD20/pc DNA3.1. Les cellules HEK 293 hCD20/CD40 WT, suite à leur stimulation via 
CD20 par le RTX, présentent toujours une augmentation significative du pourcentage de 
mort cellulaire par rapport aux cellules HEK 293 hCD20. En effet, la figure 8B (p.67) 
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montre que la mort cellulaire augmente avec la concentration du RTX et semble être plus 
importante avec une concentration de 0.8 μg/ml. Par conséquent, ce résultat démontre 
l’implication du domaine cytoplasmique de CD40 dans la mort cellulaire induite via CD20.  
 En plus, comme la signalisation de la mort cellulaire via CD40 passe au niveau du 
domaine cytoplasmique de CD40 et comme le CD20 ne possède pas de domaine de mort, 
nous voulions déterminer le rôle du domaine cytoplasmique du CD40 dans l’association 
CD20-CD40. La figure 8C (p.67) représente le SDS-PAGE de la co-immunoprécipitation 
des protéines CD20, CD40 et CD40ǻcyto. Les lysats des cellules HEK 293 hCD20/CD40 
WT et des cellules HEK 293 hCD20/CD40ǻcyto ont été incubées avec des billes 
magnétiques d’IgG associées avec du G28.5 ou du RTX. L’immunodétection a été réalisé 
avec les anticorps H120 et GST-77 qui reconnaissent CD40ǻcyto et CD20 respectivement. 
Le Western blot montre que le CD40 ǻcyto est immunoprécipité avec le RTX, et que le 
CD20 est immunoprécipité avec le G28.5. Ceci indique que le CD20 est associé au CD40 
ǻcyto. Ceci montre bien que le domaine cytoplasmique n’est pas impliqué dans 
l’association CD20-CD40.  
3.5  L’expression de CD20 à la surface des cellules augmente l’efficacité de la mort 
cellulaire induite via CD40 
       L’engagement du CD40 exprimé à la surface de différentes lignées cellulaires de 
lymphocytes B est capable d’induire la mort d’un certain pourcentage de ces cellules [135]. 
Nous avons déjà montré que les cellules HEK 293 exprimant le CD40 WT sont sensibles à 
la mort cellulaire lorsqu’elles sont stimulées avec l’anticorps monoclonal G28.5 [140]. En 
plus, nous avons montré que l’expression de CD40 à la surface des cellules exprimant 
CD20 augmente l’efficacité du RTX à induire la mort cellulaire. Nous avons voulu étudier 
dans le sens inverse l’influence de l’expression de CD20 sur la mort cellulaire induite via 
CD40. 
La figure 9A (p.68) représente le niveau d’expression de CD20 et de CD40 humain 
exprimés à la surface des cellules HEK 293 CD40WT/BCMGS et des cellules HEK 293 
pcDNA3.1. Les cellules HEK 293 exprimant d’une manière stable le CD20 humain et/ou le 
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CD40 WT ont été traitées avec différentes concentrations de G28.5 pendant 16 heures. La 
figure 9B (p.68) montre que les cellules HEK 293 hCD20/CD40WT stimulées via CD40 
présentent un pourcentage de mort cellulaire plus élevé que les cellules HEK 293 hCD40 
WT. En effet, la mort cellulaire augmente avec la concentration de G28.5, dont 1 μg/ml est 
la concentration maximale. Le G28.5 est incapable d’induire la mort dans les cellules HEK 
293 hCD20/CD40 ǻcyto puisque la signalisation de la mort cellulaire induite via CD40 
passe au niveau de la partie cytoplasmique de CD40. Les cellules HEK 293 pcDNA3.1 et 
les cellules HEK 293 hCD20 ont été utilisées comme contrôles négatifs. Les cellules HEK 
293 hCD40/BCMGS ont été utilisées comme contrôles pour les doubles transfectants pour 
montrer que cette augmentation de la mort cellulaire induite via CD40 est due à la présence 
spécifique de CD20. Ces cellules présentent un pourcentage de mort cellulaire comparable 
aux cellules HEK 293 hCD40 WT. L’augmentation de la mort des cellules HEK 293 
hCD20/CD40 WT induite via CD40 est statistiquement significative. Enfin, on peut 
conclure que la présence de CD20 à la surface des cellules exprimant CD40 augmente la 
capacité de l’anti-CD40 à induire la mort cellulaire. 
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Figure 1. La sensibilité à la mort cellulaire induite via CD20 dépend du type cellulaire 
(A) Cette figure représente l’analyse par cytométrie en flux du niveau d’expression de 
CD20 et CD40 sur la surface des cellules Ramos et Bjab. (IC: isotype contrôle). (B) Les 
cellules Ramos et Bjab ont été stimulées avec différentes concentrations de l’anti-CD20, le 
RTX, pendant 16 heures d’incubation. L’IgG humain (hIgG) a été utilisé comme contrôle 
négatif. La réponse de la mort cellulaire a été quantifiée par la mesure de l’absorption de 
l’iodure de propodium (PI) (1 μg/ml) et analysée par cytométrie en flux. Cette expérience 
est répétée quatre fois. (** p<0.0001) 
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Figure 2. La réticulation du RTX par un anticorps secondaire sensibilise les cellules 
Ramos à la mort cellulaire 
Les cellules Ramos (5∗106 de cellules/ml) et les cellules Bjab (5∗106de cellules/ml) ont été 
pré-traitées avec 10 μg/ml du RTX ou avec 10 μg/ml de l’IgG humain (hIgG) pendant 30 
min à 37˚C, ensuite lavées et incubées avec du milieu, ou avec 10 μg/ml de l’anticorps 
secondaire chèvre anti-IgG humain (GAH). L’IgG humain a été utilisé comme contrôle 
négatif. Après 16 heures d’incubation, la mort cellulaire a été quantifiée par la mesure de 
l’absorption de PI et analysée par cytométrie en flux. Cette expérience est répétée trois fois. 
(** p<0.0001).  
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Figure 3. L’induction de la mort cellulaire par CD20 dans les cellules HEK 293hCD20  
(A) L’analyse par cytométrie en flux du niveau d’expression de CD20 et de CD40 à la 
surface des cellules HEK 293 stablement transfectées avec le plasmide BCMGS codant le 
CD20 humain (HEK 293 hCD20). (IC: isotype contrôle). (B) Les cellules HEK 293hCD20 
ont été incubées avec différentes concentrations du RTX, avec du hIgG (1 μg/ml) comme 
contrôle négatif, ou du milieu (non stimulé, NS)  pendant différents temps d’incubation. (C) 
Les cellules HEK 293 hCD20 sont stimulées avec différentes concentrations du RTX 
jusqu’à atteindre un plateau ou avec le hIgG (4 μg/ml). Après 16 heures d’incubation, la 
mort cellulaire a été quantifiée par l’absorption de l’iodure de propidium (PI) (1 μg/ml) et 
analysée par cytométrie en flux. Les résultats représentent la moyenne d’un triplicata d’une 
expérience répétée trois fois.  (* p<0.0003, ** p<0.0001). 
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Figure 4. La mort cellulaire induite par le RTX dépend du niveau d’expression de 
CD20  
(A) L’analyse par cytométrie en flux du niveau d’expression de CD20 à la surface des 
cellules HEK 293 stablement transfectées avec le plasmide BCMGS codant pour différents 
niveau d’expression du CD20 humain. (IC: Isotype contrôle). (B) Les différentes clones des 
cellules HEK 293 hCD20 (C-1, C-2, C-3 et C-4) ont été incubées avec 0.8 μg/ml du RTX 
ou avec 0.8 μg/ml du hIgG pendant 16 heures. Les cellules HEK 293 Vector (VECT) ont 
été utilisées comme contrôle négatif pour les clones des cellules HEK 293 hCD20. Ce 
résultat représente la moyenne d’un triplicata d’une expérience répétée trois fois.  
(** p<0.0001).
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Figure 5. La mort cellulaire induite par le RTX est indépendante du site Fc  
Les cellules HEK 293hCD20 et les cellules Bjab ont été pré-traitées avec le hIgG avec les 
concentrations indiquées pendant 30 min, lavées et ensuite stimulées avec le RTX (0.8 
μg/ml du RTX pour les cellules 293 hCD20 et 10 μg/ml du RTX pour les cellules Bjab), ou 
du milieu pendant 16 heures d’incubation. La mort cellulaire a ensuite été quantifiée par la 
mesure de l’absorption de PI par cytométrie en flux. Cette expérience est répétée trois fois. 
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Figure 6. L’expression de CD40 à la surface des cellules augmente l’efficacité de la 
mort cellulaire induite via CD20  
(A) L’analyse par cytométrie en flux du niveau d’expression de CD40 et CD20 à la surface 
des cellules HEK 293 stablement transfectées avec les plasmides codant pour le CD40 WT, 
le CD20, le CD20/pcDNA3.1 vide ou le CD20/CD40 WT. (IC: Isotype contrôle). (B) Les 
cellules HEK 293 exprimant les différentes protéines ont été stimulées avec différentes 
concentrations du RTX ou du milieu (NS) pour 16 heures d’incubation. Les cellules 293 
BCMGS vide et les cellules 293 hCD40 WT ont été utilisées comme contrôles négatifs. Le 
pourcentage de la mort cellulaire représente la moyenne d’un triplicata d’une expérience 
répétée six fois. (** p<0.0001) 
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Figure 7. CD20 est associé avec CD40 à la surface des cellules 
La co-imunoprécipitation des protéines CD20 et CD40 a été réalisée par des billes 
magnétiques d’IgG associées avec le G28.5 et le RTX avec une concentration de 1 μg/ml, à 
partir de lysats de  cellules HEK-293 exprimant stablement le CD20 et/ou le CD40 (à 
gauche), ou à partir des lysats des cellules HEK 293 hCD40WT et des cellules HEK 293 
hCD20 qui ont été mixés ensemble en utilisant le DA.6 et le hIgG comme contrôles 
négatifs du G28.5 et du RTX, respectivement. (A) L’immunodétection a été réalisé par un 
anti-CD20, le GST-77 ou par (B) un anti-CD40, le H120. Le supernageant représente les 
protéines CD20 et CD40 non immunoprécipitées avec les anticorps. Ces expériences sont 
répétées quatre fois. 
IP: immunoprécipitation, IB: immunodétection.
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Figure 8. La région cytoplasmique de CD40 est responsable de l’augmentation  de 
l’activité du RTX 
(A) L’analyse par cytométrie en flux de CD20 et CD40 ǻcyto à la surface des cellules HEK 
293 stablement transfectées avec les plasmides exprimant ces deux protéines. (B) les 
cellules HEK 293 exprimant les différentes protéines ont été incubées avec différentes 
concentrations du RTX pendant 16 heures. La mort cellulaire a été analysée par cytométrie 
en flux. Ce résultat représente la moyenne d’un triplicata d’une expérience répétée quatre 
fois. (C) Le Western blot présente les protéines CD20, CD40 et CD40ǻcyto provenant des 
lysats des cellules HEK 293 hCD20/CD40WT et/ou des cellules HEK 293 
hCD20/CD40ǻcyto qui ont été immunoprécipités par des billes magnétiques d’IgG avec le 
RTX et le G28.5 (1 μg/ml) et ensuite immunodétectés avec un anti-CD20 (GST-77) ou 
avec un anti-CD40 (H120). Cette expérience est répétée trois fois. (** p<0.0001) 
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Figure 9. L’expression de CD20 à la surface des cellules augmente l’activité de la mort 
cellulaire induite via CD40 
(A) Cette figure représente le niveau d’expression de CD20 et CD40 à la surface des 
cellules HEK 293 transfectées avec le plasmide pcDNA3.1 vide ou avec le hCD40/BCMGS 
vide. (B) Les cellules HEK 293 exprimant d’une manière stable les différentes protéines ont 
été incubées avec différentes concentrations de l’anti-CD40 souris (G28.5) ou du milieu 
(NS) pendant 16 heures. La mort cellulaire a été quantifiée par l’absorption de PI (1μg/ml) 
et analysée par cytométrie en flux. Cette expérience est répétée trois fois. (** p<0.0001).
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                                 Discussion 
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      Malgré 30 années de recherche, la fonction de CD20 est encore mal élucidée. Le ligand 
de cette molécule n’est pas connu, d’où la nécessité d’utiliser des anticorps monoclonaux 
anti-CD20 pour explorer sa fonction. CD20 est présent sur tous les lymphocytes B matures 
mais n’est pas exprimée sur les lymphocytes pré-B, ni sur les plasmocytes. Jusqu’à 
aujourd’hui, CD20 est connu comme une molécule d’activation et de différenciation des 
cellules B et intervient aussi dans la progression du cycle cellulaire [141]. La liaison avec 
ses différents anticorps peut mener à des modifications de la progression cellulaire et même 
à l’arrêt de la croissance cellulaire B [9]. CD20 pourrait donc jouer un rôle de régulateur de 
différents aspects de la réponse immune.  
      Le RTX, étant le premier anticorps monoclonal chimérique anti-CD20 utilisé pour 
traiter des lymphomes, représente aussi un progrès thérapeutique majeur dans le traitement 
de nombreuses maladies auto-immunes grâce à son efficacité et sa bonne tolérance [53]. La 
fixation du RTX entraîne la lyse des cellules B par différents mécanismes comme l’ADCC, 
la CDC, ou par apoptose directe [158-160]. Ces trois mécanismes semblent être 
complémentaires pour conduire à une déplétion significative des cellules B. 
     Depuis l’observation de la mort cellulaire induite via CD20 par le RTX, plusieurs études 
ont essayé de comprendre les mécanismes impliqués ainsi que les molécules associées qui 
peuvent modifier cette réponse. De nombreuses études ont montré que CD20 est 
constitutivement associé aux radeaux lipidiques et qu’il peut interagir avec de nombreuses 
autres molécules telles que le BCR, les molécules du CMH et surtout CD40 [29, 144, 146, 
149, 161]. Le CD40 est exprimé tôt lors du développement des lymphocytes B et persiste 
jusqu’au stade de plasmocyte [90]. L’engagement de cette molécule provoque diverses 
réponses comme la prolifération, la différenciation et la survie. En plus, le CD40 joue aussi 
un rôle important dans la mort cellulaire [88, 140]
     Léveillé et al. ont montré que CD20 et CD40 pouvaient être physiquement couplés, 
suggérant ainsi que ce couplage physique pourrait conduire à un cross-talk dans les voies de 
signalisation [144]. En plus, Anolik et al. ont constaté que la stimulation de CD40 à la 
surface des lymphocytes B normaux provoque une diminution de l’expression de CD20, et 
que CD20 et CD40 sont colocalisés dans les radeaux lipidiques et internalisés ensemble 
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dans des vésicules cytoplasmiques suite à l’activation du CD40 [146]. Alors que Benoit et 
Wade (1996) ont observé une augmentation de l’inhibition de la prolifération des cellules B 
humaines suite à l’induction simultanée de CD20 et d’autres récepteurs de surface tels que 
CD40 [162]. L’objectif de notre étude était d’étudier ce complexe protéique CD20-CD40 
dans la mort cellulaire induite via CD20. Nos résultats suggèrent que l’induction de la mort 
cellulaire via CD20 dépend du type et de la maturité cellulaire, et nécessite un niveau 
d’expression élevé du récepteur à la surface. De plus, nos résultats suggèrent que 
l’association de CD20 avec CD40 à la surface des cellules augmente l’efficacité de la mort 
cellulaire induite via CD20. Par ailleurs, le domaine cytoplasmique de CD40 semble jouer 
un rôle important dans cette mort, mais pas dans l’association CD20-CD40.  
      L’induction de la mort cellulaire par le RTX seul est peu importante et variable d’une 
lignée cellulaire à l’autre [163]. Dans notre étude, nous avons comparé l’induction de la 
mort cellulaire via CD20 de deux lignées de lymphome EBV-négatives provenant des 
cellules B humaines, Ramos et Bjab. Nous avons constaté que les cellules immatures 
Ramos, contrairement aux cellules matures BJAB, sont résistantes au RTX et que la mort 
cellulaire induite par le CD20 au niveau des cellules Ramos est accrue lors de l’utilisation 
d’un anticorps secondaire anti-IgG humaines. En effet, de nombreuses études ont démontré 
que la réticulation (ou cross-link) du RTX avec un anticorps secondaire est nécessaire pour 
induire la mort de nombreuses lignées cellulaires, y compris les cellules Ramos [29, 74, 
142, 164]. L’étude menée par Shan et al. a démontré que la réticulation du RTX induit la 
phosphorylation de tyrosine et sérine/thréonine kinases, ainsi que l’activation de la PLCγ1, 
conduisant à l’apoptose [142]. De même, Mathas et al. ont montré que la réticulation du 
RTX a été très efficace dans l’inhibition de la croissance des cellules B, alors que la forme 
soluble de l’anti-CD20 a peu d’activité [29].  
      Le fragment Fc du RTX peut activer des effecteurs immunitaires qui entraînent la lyse 
cellulaire. Ce fragment peut être capté par le récepteur pour le Fc des IgGs à la surface des 
cellules exprimant le Fc-R. Certaines études ont montré que les Fc-R exprimés à la surface 
des cellules effectrices augmentent la réticulation des anti-CD20, conduisant à 
l’augmentation de l’apoptose des cellules B [142]. Pour étudier le rôle du Fc-R exprimé à la 
72 
surface des cellules Bjab et 293 hCD20 WT dans la mort cellulaire induite via CD20, nous 
avons bloqué ce site et avons constaté que le Fc-R exprimé sur les cellules cibles est 
incapable d’augmenter l’efficacité du RTX dans la mort cellulaire.  
      La corrélation entre le niveau d’expression du CD20 et l’induction de la mort cellulaire 
est intéressante. C’est un facteur qui est à l’origine de l’hétérogénéité de la réponse et un 
des phénomènes de résistance chez les patients traités par le RTX.  
      Le RTX a montré son efficacité dans le traitement des patients de faible et de haute 
malignité, mais 30% à 50% des patients n’ont pas répondu favorablement au traitement. 
Plusieurs hypothèses ont été évoquées pour expliquer cette variabilité de réponse, parmi 
lesquelles un faible niveau d’expression de CD20, de faibles concentrations sériques en 
RTX, ou l’importance de la masse tumorale. En effet, CD20 est exprimé de manière 
hétérogène à la surface des différents types de tumeurs et même au sein des cellules 
tumorales d’un même patient. 
     Mc Laughlin et al. ont montré qu’il existe un lien entre l’expression de CD20 et la 
réponse clinique, puisqu’ils ont observé une réponse plus faible au sein des échantillons  de 
LLC que dans les lymphomes folliculaires [44]. Or, on sait que les cellules tumorales dans 
les LLC expriment moins le CD20 que celles des lymphomes folliculaires.  
     Parmi les patients qui ont répondu au RTX et qui ont rechuté 6 mois après, seuls 40% 
répondent de nouveau au traitement [165]. Il se peut que l’exposition chronique au RTX 
conduise à une régulation négative de CD20, modifiant ainsi l’expression de cette protéine 
[152].  
     Certaines études ont détecté une relation entre le niveau d’expression de CD20 et la 
sensibilité à la lyse par le complément. En effet, Van Meerten et al. ont évoqué un lien 
important entre le niveau d’expression de CD20 et l’activité CDC au sein des lymphomes 
folliculaires [21]. Alors que Byrd et al. n’ont pu établir aucun lien entre l’expression de 
CD20 et l’intensité de la lyse par le complément chez des patients atteints de LLC [157].  
Ainsi, l’influence du niveau d’expression en CD20 peut être différente en fonction du 
mécanisme d’action considéré, et reste un aspect discuté [11]. L’impact de l’expression de 
CD20 sur l’efficacité du RTX est encore mal documenté. Notre étude a montré qu’il existe 
une association entre le niveau d’expression du CD20 et l’induction de la mort en utilisant 
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les cellules HEK 293 exprimant différents niveau d’expression du CD20. Il faut ajouter que 
cette mort cellulaire dépend de la relation concentration-durée d’incubation des cellules-
effet du RTX. 
      CD20 a montré son importance dans l’induction de la mort cellulaire alors que cette 
protéine ne possède pas de domaine de mort. Pour cela, de nombreuses études se sont 
intéressées à étudier les molécules associées à CD20 afin de comprendre son implication 
dans la mort cellulaire. Une étude menée par Stel J. et al. a montré que la stimulation de 
CD20 avec le RTX conduit à une multimérisation du récepteur de mort Fas, menant ainsi à 
une sensibilisation des cellules de lymphomes B à une mort cellulaire dépendante de Fas 
[74]. Certaines études ont montré que CD20 semble être impliqué dans l’entrée du calcium 
dans la cellule par des canaux cationiques suite à l’engagement du BCR [30]. En plus, elles 
ont démontré que le CD20 est physiquement associé avec le BCR et que cette association 
est perdue suite à la signalisation par le BCR [161]. 
      D’autres études ont montré que la stimulation de CD40 à la surface des lymphocytes B 
normaux provoque une diminution de l’expression de CD20, et que ces deux molécules 
sont internalisées ensemble dans des vésicules cytoplasmiques suite à l’activation de CD40 
[146]. CD40 est un composant majeur du système immunitaire, dont la fixation avec son 
ligand peut moduler la fonction cellulaire et même peut conduire à une mort rapide des 
cellules B [88, 90]. Cette protéine a montré son implication dans la modulation des 
fonctions de CD20, ce qui nous a incités à étudier le rôle de CD40 dans la mort cellulaire 
induite par CD20. Nos résultats ont confirmé l’association présente entre CD20 et CD40 à 
la surface des cellules HEK 293 transfectées. Or, en utilisant ces cellules, nous avons 
constaté que l’expression de CD40 à la surface des cellules exprimant CD20 rend les 
cellules plus sensibles à la mort cellulaire induite par le RTX. Une étude récente, qui 
semble renforcer notre hypothèse, a montré que la stimulation de CD40 sensibilise les 
cellules LLC à une mort cellulaire médiée par le RTX, et que cette sensibilité est 
indépendante des caspases et de la p53, mais dépend du niveau du calcium extracellulaire et 
de la production du ROS [149]. 
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      L’association présente entre CD20 et CD40 semble être importante, et il serait 
intéressant d’étudier les régions impliquées dans cette association. L’induction de la voie de 
signalisation via CD40 dépendrait de l’association du domaine cytoplasmique avec les 
diverses protéines adaptatrices telles que JAK3 et les TRAFs. Or, notre équipe a montré 
que ce domaine semble être important pour l’activation de la mort [140]. Ainsi, pour 
étudier le rôle de cette région dans la mort cellulaire induite via CD20, nous avons utilisé 
des cellules HEK 293 exprimant le CD20 WT et le CD40 tronqué, et avons constaté que la 
partie cytoplasmique n’est pas impliquée dans l’association de CD40 avec CD20, mais 
semble être importante pour la mort cellulaire induite par CD20. 
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Perspectives  
      On pourrait mieux caractériser l’association de CD20 à CD40 en déterminant la région 
ainsi que les résidus impliqués dans cette association et dans la mort cellulaire. Comme on 
a démontré dans notre étude que la partie cytoplasmique n’est pas impliquée dans 
l’association CD20-CD40, il est important d’étudier la partie transmembranaire. Il a été 
démontré que le domaine transmembranaire était nécessaire à la translocation du CD40 
dans les radeaux lipidiques où la signalisation de la mort cellulaire est activée [140]. Grâce 
à la mutagenèse, on peut substituer la partie transmembranaire du CD40 par le CD45 qui 
est exclu des radeaux lipidiques (CD40 chimérique, CD40/CD45). Ensuite, on pourra 
étudier le rôle de la partie transmembranaire dans l’association CD20-CD40 par co-
immunoprécipitaion et dans la mort cellulaire induite via CD20 dans des cellules exprimant  
CD20 et CD40 chimérique.  
      En effet, nous avons démontré récemment le rôle de CD40 dans l’induction de 
l’apoptose suite au recrutement des protéines adaptatrices comme TRAF6 et à l’activation 
de la voie lysosomale [140]. Or TRAF-6, un membre de la famille de TNFR, représente un 
effecteur potentiel de la mort cellulaire programmée, et peut être considéré comme une 
cible thérapeutique [140]. Il serait donc important d’étudier les mécanismes impliqués dans 
la mort cellulaire programmée induite par l’association CD20-CD40 et le rôle du TRAF-6 
dans cette voie de signalisation. Afin de déterminer l’implication de TRAF-6 dans la mort 
cellulaire induite par le RTX, on peut altérer l’interaction du CD40 avec TRAF-6 par 
mutagenèse et générer des cellules HEK 293 exprimant le CD20 WT et le CD40ǻTRAF6, 
pour ensuite étudier la mort induite via CD20 par le RTX.  
      La répartition de CD20 semble être importante. Suite à la fixation du RTX au CD20, il 
y aurait diffusion rapide de CD20 au sein des radeaux lipidiques [167]. L’association de 
CD20 aux radeaux lipidiques pourrait induire un environnement favorable à son activation 
[168] et conduire à une proximité avec les acteurs de la voie des kinases, comme les 
protéines de la famille Src (Lyn, Fyn, Lck) [27]. Polyak M. et al. ont montré que des 
changements structuraux de CD20 pourraient affecter sa redistribution dans les radeaux et 
ainsi diminuer la réponse cellulaire au RTX [167]. En plus, d’autres études ont montré que 
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CD20 est constitutivement associé aux radeaux lipidiques, et qu’il peut interagir avec de 
nombreuses autres molécules au sein de ces domaines. Stel J et al. ont démontré que le 
RTX induit la translocation de CD20 et de Fas vers les radeaux lipidiques où il y a 
activation des voies de signalisation de l’apoptose dépendante de la caspase-8 [74]. En plus, 
Anolik et al. ont montré que CD20 et CD40 sont colocalisés dans les radeaux lipidiques 
suite à une stimulation via CD40 et qui ensuite ils sont internalisés ensemble dans des 
vésicules cytoplasmiques [146]. Donc, il est important de démontrer le rôle des radeaux 
lipidiques dans l’association CD20-CD40 suite à un traitement avec le RTX, ainsi que 
l’importance de la formation d’un complexe protéique CD20-CD40 au sein de ce domaine 
lipidique pour activer les voies de signalisation de la mort cellulaire induite par le RTX.  
      C’est primordial de voir l’importance de l’association CD20-CD40 au niveau des 
cellules B périphériques (PBMC) isolées des patients atteints d’AR et de SEP, avant et 
après traitement au RTX. En effet, parmi les patients qui répondent au traitement avec le 
RTX, puis qui rechutent 6 mois après, seuls 40-50% des patients répondent de nouveau au 
RTX [53, 165]. Certains auteurs ont constaté que l’exposition chronique au RTX pourrait 
conduire à une régulation négative de CD20 [152, 169]. Il serait donc important d’étudier le 
niveau d’expression de CD20 et de CD40 au niveau des cellules B isolées des patients, 
avant et après traitement au RTX, et le rôle de la formation du complexe protéique CD20-
CD40 au niveau de ces cellules dans la mort cellulaire induite par le RTX. Ces études nous 




      C’est le succès clinique du RTX qui a suscité de l’intérêt pour CD20 et les molécules 
associées, surtout CD40 qui semble avoir des effets modulateurs sur la fonction de CD20.  
      En somme, ce travail démontre que la mort cellulaire induite par le RTX est dépendante 
de la relation concentration-durée du traitement-effet du RTX. En plus, une corrélation 
entre le niveau d’expression de CD20 et la sensibilité au RTX a été démontrée, en tenant 
compte que l’association de CD20 avec CD40 semble être importante dans l’induction de la 
mort cellulaire suite à un traitement avec le RTX. Ainsi, l’expression de CD40 à la surface 
des cellules les rend plus sensibles au RTX, et le domaine cytoplasmique de CD40 semble 
être important pour augmenter l’efficacité de la mort cellulaire induite via CD20. Ce 
domaine cytoplasmique n’est pas impliqué dans l’association CD20-CD40. 
      Plusieurs études restent en suspens, comme l’identification de la région et des résidus 
qui sont impliqués dans l’association de CD20 avec CD40, ainsi que le rôle des radeaux 
lipidiques dans cette association. En plus, il serait intéressant de caractériser la mort 
cellulaire induite via CD20 suite à cette association. TRAF-6 est connu comme un effecteur 
potentiel dans la mort induite par CD40. Il faudra donc étudier le rôle de TRAF-6 dans la 
mort cellulaire induite par le RTX. Toutes ces études doivent être faites au sein des cellules 
B périphériques afin d’assimiler le rôle de CD20 et de CD40 dans la réponse cellulaire au 
traitement. 
      Le RTX promet un traitement efficace contre plusieurs maladies auto-immunes. Or, il 
faut bien décortiquer le mécanisme d’action du RTX ainsi que l’interaction de CD20 avec 
les différents récepteurs afin de maximiser le potentiel thérapeutique de ce traitement. 
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